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Resumo

A medida que hd uma melhoria na tecnologia aplicada a saide humana, a expectativa de
vida vem aumentando, mas nem todas as partes do corpo podem manter suas fungdes com o
processo de envelhecimento. E preciso que os 0ssos e a cartilagem apéiem o envelhecimento do
corpo, embora as células que os produzem se tornem menos ativas com o tempo. Outros 6rgaos,
tais como os rins, o coragdo e o figado devem ser operados para ter um tempo de vida maior. A
engenharia tecidual foi desenvolvida para substituir, reparar ou reconstruir tecidos ou 6rgaos
perdidos ou danificados por acidentes ou doencas graves através da utiliza¢do e desenvolvimento
de novos materiais, que sejam biocompativeis, bioabsorviveis, porosos, entre outras
caracteristicas. Os scaffolds sdo arcaboucos tridimensionais porosos e sdo utilizados na
regeneracdo de tecidos para seu estado natural e suas fungdes, que € fundamental para a
engenharia tecidual. Eles podem ser classificados em arcabougos que induzem a migracdo e o
crescimento celular e em arcabougos carreadores de células osteogénicas autégenas, que foram
colonizadas em biorreatores e subsequentemente reimplantadas no paciente. Tais scaffolds podem
ser naturais ou sintéticos.

O objetivo deste trabalho € avaliar o compdsito poroso de hidroxiapatita — titdnia (HA-
TiO,), em trés composi¢des diferentes (50% HA — 50% TiO,, 60% HA — 40% TiO,, 70% HA —
30% TiO,) para obter scaffolds utilizados para engenharia tecidual 6ssea. Os corpos de prova
foram produzidos pelo método da esponja polimérica, utilizando bicarbonato de s6dio como
ligante e floculante. A sinterizacdo foi realizada em trés temperaturas: a 1250°C; 1300°C e
1350°C. As propriedades analisadas foram: resisténcia a compressao e dureza através das normas
da ASTM, porosidade aparente, densidade aparente, retracio linear de queima e absorcdo de
agua, pelo método de Souza Santos para argilas.

Os resultados obtidos mostraram-se bastante satisfatorios, onde foi mostrado que os
corpos ceramicos porosos obtiveram valores de resisténcia a compressao e dureza coerentes com
os da literatura e superiores aos da hidroxiapatita pura. Realizou-se também uma caracterizacao

estrutural das amostras via difracdo de raios — x (DRX), microscopia eletronica de varredura

vi



(MEV) e espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Com base nos
resultados mecanicos e de caracterizacdo estrutural, foi escolhida a amostra com composi¢ao de
50% HA — 50% TiO, sinterizada a 1350°C para realizagdo de ensaios in vitro, onde foram
avaliadas citotoxicidade e crescimento celular de osteoblastos e fibroblastos de camundongos. Os
resultados indicaram que o compdsito € biocompativel e que as células cresceram nos scaffolds.
De forma geral, pode-se concluir que todas as amostras s@o indicadas para a utilizacdo
como matéria prima para aplicacdo em engenharia tecidual 6ssea. A amostra com 50% HA —
50% TiO, apresentou melhores caracteristicas para a realizacdo dos ensaios in vitro realizados
neste trabalho e pode-se indicar esta para a realizacdo de ensaios in vivo, onde devem ser
avaliadas as caracteristicas de citotoxicidade e crescimento de células dsseas em animais, por um

periodo de 15 e 30 dias, conforme normas da drea de sauide.

Palavras Chave: Compositos de matriz ceramica; Engenharia tecidual; Hidroxiapatita; Dioxido

de titdnio; Porosidade.
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Abstract

As we witness an improvement in the technology applied to human health, life expectancy
increases, even though not every part of the body can maintain their functions with the aging
process. It is necessary that bones and cartilage support the body’s aging, even if the cells that
produce them become less active with time. Other organs, such as kidneys, heart and liver must
be operated to have a higher lifetime. Tissue engineering has been developed in order to replace,
repair or rebuild tissues or organs lost or damaged due to accidents or serious diseases through
the use and development of new materials that are biocompatible, bioabsorbable, with porosity
among other characteristics. Scaffolds are a kind of porous tridimensional net and they are used
on tissues regeneration to their natural state and functions, which is fundamental for tissue
engineering. They can be classified as scaffolds that induce migration and cell growth and as
carrier scaffolds for autogenous ostheogenic cells, which were colonized inside bioreactors and
then redeployed on the patient. Those scaffolds can be natural or synthetic.

This research aimed to evaluate hydroxyapatite-titanium oxide (HA-TiO,) with three
different compositions (50% HA — 50% TiO,, 60% HA — 40% TiO,, 70% HA — 30% TiO;,) to
obtain scaffolds used for bone tissue engineering. Samples were made by the polymeric sponge
method, using sodium bicarbonate as a binder and flocculating agent. Sintering was carried out at
1250°C; 1300°C e 1350°C. It was analyzed compressive strength and Vickers hardness using
ASTM Standards, apparent porosity, apparent density, burning linear retraction and water
absorption by Souza Santos method used for clays.

Results proved satisfactory showing that ceramic bodies obtained compressive strength
and Vickers hardness according to literature and higher than those for pure hydroxyapatite.
Samples structural characterization was done by x-ray diffraction (XRD), scanning electronic
microscopy (SEM) and Fourier transformed infrared (FT-IR). It was chosen 50% HA — 50% TiO,
sintered at 1350°C based on its mechanical properties and structural characterization and in vitro

essays were done to evaluate citotoxicity and mouse osteoblasts and fibroblasts cell growth.

viil



Results have shown that the composite is biocompatible and the cell growth above scaffolds
surface.

In general, samples can be recommended for use as raw material for bone tissue
engineering application. The sample with 50% HA — 50% TiO, showed better characteristics for
in vitro essays done and it can be recommended for in vivo essays where citotoxicity and bone

cell growth in animals during 15 and 30 days, according to health standards.

Key words: Ceramic matrix composites; Tissue engineering; Hydroxyapatite; Titanium dioxide;

Porosity.
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1. INTRODUGAO

Os biomateriais ceramicos sdo cada vez mais importantes na clinica médica para a
regeneracao do tecido 6sseo e, mais recentemente, vem sendo utilizados como carreadores de
células nas terapias celulares (CARSON; BOSTROM, 2007).

Um grande desafio da pesquisa atual reside em produzir biomateriais comerciais com
caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas que estimulem a osteogénese. Dessa forma,
propicia-se a formagdo de estruturas semelhantes aos elementos de matriz extracelular,
facilitando a mobilizacdo, expansdo e integracdo de populacdes de células regenerativas,
fomentando o reparo de lesdes ou a renovacao de tecidos degenerados.

Os biomateriais substitutos 6sseos podem ser de origem natural ou sintética. A
vantagem da utilizacdo de materiais de origem natural — tais como enxertos de origem bovina -
deve-se a estrutura bioldgica unica, ndo reprodutivel nos materiais de origem sintética.
Destaca-se ainda que os enxertos inorganicos (livres de proteinas ou outros residuos
organicos) apresentam-se como um excelente material osteocondutor quando adequadamente
processados.

A presenca dos ions de carbonatos na estrutura da apatita dos xenoenxertos atribui a
estes biomateriais uma biodegradabilidade nao usualmente encontrada nos equivalentes
sintéticos. Junto a isto, deve-se considerar outra qualidade dos xenoenxertos: seu
processamento adequado possibilita reproduzir com fidelidade a morfologia natural do osso
humano.

Dentre os materiais sintéticos utilizados, a hidroxiapatita (fosfato de calcio -
Ca;9(PO4)s(OH)) € o mais utilizado, por ser idéntico a parte mineral encontrada dos 0ssos,
sendo aplicdvel para engenharia do tecido 6sseo. Porém, este material possui resposta fraca
sob tensdo mecanica. A hidroxiapatita foi usada inicialmente como pd, em pequenos implantes
sem carga, revestimentos de implantes metdlicos, implantes porosos para crescimento 9sseo.

Pode facilmente ser degradada se as condi¢des forem favordveis (pH, ataque quimico,



fagocitose). Devido a baixa resposta sob tensdo mecanica da hidroxiapatita, varios comp@sitos

tém sido desenvolvidos a fim de aumentar a resposta quando submetidos a tensdes mecanicas.
Este trabalho tem por objetivo avaliar o compdsito poroso de hidroxiapatita — titania

(HA-TiO,), confeccionado pelo método da esponja polimérica, na obtencdo de scaffolds para

engenharia tecidual dssea. Para tanto, o trabalho foi dividido em trés etapas:

1) Caracterizagdo estrutural, onde foi avaliada a integridade dos compdsitos porosos via

Microscopia Eletronica de Varredura, Difracdo de raios X e Espectroscopia de raios X
por dispersdo de energia;

2) Caracterizacdo fisica e mecanica, onde foi avaliada a distribui¢do de porosidade, grau

de sinterizag¢do, porosidade aparente, absor¢do de dgua e retracdo linear de queima,
além da resisténcia a compressao e dureza das amostras;
3) Ensaios in vitro, onde se avaliou toxicidade e crescimento de células nos suportes

porosos de HA-TiO..




2. REVISAO DA LITERATURA

Desde o principio da humanidade o homem tem procurado restaurar ou substituir
partes danificadas do corpo humano. Inicialmente, por falta de outra alternativa, os
especialistas médicos amputavam o membro que se encontrava enfermo, o que, na pratica,
salvava vidas em um bom nimero de casos, porém a qualidade de vida dos pacientes nao
ficava satisfatoria (SASTRE et al, 2004). Havia a preocupacdo em substituir o tecido 6sseo
humano, sendo que em meados do século XVII, Fallopius (ACIDUMAN e BELEN, 2007)
implantou uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano, e desde entdo se tem
usado os implantes para a substitui¢do de partes danificadas do sistema 6sseo. Ha cerca de
quase duas décadas, com o advento de novas tecnologias e desenvolvimento da pesquisa, a
area de biomateriais vem se tornando mais forte, com uso de varios materiais, passando por
ceramicas (alumina, zircOnia, titania, hidroxiapatita, etc.), polimeros (polietileno de ultra-
alto peso molecular, etc.), compdsitos, etc. Mais recentemente, as células-tronco e
“scaffolds” tém sido alvo de estudo, e sdo consideradas como o futuro dos biomateriais.

Biomateriais podem ser definidos como sendo uma substiancia ou uma mistura de
substancias, de origem natural ou sintética, que sdo toleradas de forma proviséria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos. Eles podem
ser utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, com o objetivo de restaurar
ou substituir algum tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo (MIRTCHI et al., 1989), ou ainda
como um material ndo biolégico utilizado em um dispositivo médico, com inten¢do de
interagir com sistemas bioldgicos (WILLIAMS, 1987).

Para que um material seja classificado como um biomaterial, ele precisa atender a
determinados critérios. Para a Conferéncia de Consenso em Biomateriais em aplicacdes
clinicas de 1982, entende-se por biomaterial (WILLIAMS, 1987): “Toda substancia (com
excecdo de drogas) ou combinagdo de substdncias, de origem sintética ou natural, que
durante um periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou parte
integrante de um sistema para tratamento, ampliacao ou substitui¢do de quaisquer tecidos,

orgdos ou funcdes corporais". Isso significa que, no sentido mais amplo, sdo enquadrados



nessa categoria todos os materiais empregados na medicina, odontologia, medicina
veterindria e farmacologia (que ndo sejam drogas), além daqueles que entram na forma de
implantes em contato direto com o tecido do corpo (SANTOS, 2002). Park (1992) d4 uma
defini¢do mais pratica, onde "biomateriais sdo todas os materiais que, de modo continuo ou
intermitente, entram em contato com fluidos corpdéreos, mesmo que esteja localizado fora
do corpo". Assim, por esta definicdo, pinos e placas de fixacdo externas ndo sdo
considerados biomateriais, desde que estes ndo entrem em contato com qualquer tipo de
fluido, enquanto que bisturis, ldminas e demais instrumentos cirdrgicos, o sdo. Alguns
exemplos de biomateriais sdo préteses, implantes, lentes de contato e marcapassos.
Ciéncias como a nanotecnologia, engenharia tecidual e engenharia de materiais, t€ém
desenvolvido, em conjunto, importantes avancos no ramo dos biomateriais. O processo de

fabricacdo dos biomateriais engloba vérias etapas importantes: a) selecdo de material, onde

existe uma vasta gama de opcao, tendo em conta que podem ser utilizados metais puros ou
ligas metdlicas, materiais ceramicos, compositos, tecidos ou malhas de poliéster e

polimeros de natureza variada; b) andlise de quantidades (onde a medicdo e cotagem sao

fundamentais); c) possiveis reagdes no organismo (onde se requer uma cuidadosa anéalise

quimica, fisiolégica e mecanica da relacio biomaterial-organismo). Estas etapas sao
desenvolvidas por cada ciéncia, onde o papel de cada uma tem uma importancia crucial.
Para que um biomaterial tenha bom resultado, necessita-se ter um processo, todo ele
meticuloso, para que o resultado seja o esperado e conseqiientemente para que o
consumidor fique satisfeito. Entretanto, tudo isto implica grandes gastos econdmicos, o que
faz com que paises mais desenvolvidos tenham maior capacidade de investir e,

conseqiientemente, onde existe uma maior taxa de aplicacoes.

2.1. Aplicacoes dos Biomateriais

Os principais avangos no campo dos biomateriais tém ocorrido principalmente devido
ao aumento do nimero de pacientes, em funcdo do aumento da populacdo e da expectativa
de vida, que necessitam obter melhoria na qualidade de vida. O crescimento da expectativa

de vida aumenta o nimero de pacientes nos hospitais como conseqiiéncia principalmente da



ocorréncia de osteoporose e de acidentes nos meios de transporte. Além disso, a ampliagao
do nimero de pacientes nos hospitais estd diretamente correlacionada a proliferacdo de
veiculos de transporte, gerando aumento no nimero de acidentes com lesdes graves.
Também o desenvolvimento das técnicas cirdrgicas tem expandido a demanda por préteses,
implantes e equipamentos médicos.

Os biomateriais sdo uma parte importante dos cerca de 300.000 produtos para uso
na area da saide. Em 2000, o mercado mundial de biomateriais foi estimado em 23 bilhdes
de dodlares, com taxa de crescimento de 12% ao ano, o que significaria ja ter, em 2005,
ultrapassado os US$ 40 bilhdes. A participacdo dos EUA se situa entre 35-45% do mercado
mundial, enquanto o mercado europeu € responsavel por cerca de 25%. Somente o mercado
musculo-esqueletal foi estimado em 24 bilhdes de ddlares em 2005, com US$13,3 bilhdes
correspondendo ao mercado norte-americano (SOARES, 2005).

Os setores mais privilegiados nesta drea sao:

1. Cardiologia: com cerca de 56 a 80% dos gastos, em equipamentos e utensilios como
cardioversores, cardiodesfibriladores, marcapassos, catéteres, proteses

endovasculares e valvulas cardiacas;

2. Ortopedia: com gastos a volta dos 20 a 36% em préteses de quadril, joelho e ombro,
implantes de coluna, parafusos bioabsorviveis, cimentos ortopédicos e

implantesneuroldgicos; a terapia renal com equipamentos de hemodiélise;
3. Oftalmologia: em lentes intraoculares; otorrinolaringologia, com proéteses auditivas.

Nos ultimos anos tem se dado um crescimento considerdvel nas aplicagdes musculo-
esqueletal, isto €, no estudo de materiais bioativos que favorecem e facilitam o crescimento

de osso e/ou cartilagens em dreas lesadas (SOARES, 2005).

2.2. Biocompatibilidade e Biofuncionalidade

Segundo Santos (SANTOS, 2002; ZAVAGLIA, 1993), “biocompatibilidade significa que o

material e seus possiveis produtos de degradacdo devem ser tolerados pelos tecidos
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envoltdrios e ndo devem causar prejuizos ao organismo a curto e longo prazo”. Para que um
material seja aceito clinicamente como um material de implante, ele precisa atender a

alguns requisitos fundamentais (ZAVAGLIA, 1993):

¢ O material deve ser biocompativel, ou seja, sua presenca ndo deve causar efeitos
nocivos no local do implante ou no sistema biolégico;

e Os tecidos nao devem causar a degradacdo do material, como, por exemplo,
corrosao em metais, a nao ser de forma toleravel;

¢ O material deve ser biofuncional, ou seja, deve ter as caracteristicas adequadas para
cumprir a fungdo desejada, pelo tempo desejado;

¢ O material deve ser esterilizdvel.

Paralelamente a biocompatibilidade, é importante que o implante permita o
desempenho imediato e com éxito da fun¢do especifica (estitica e dinamica) da parte do
corpo que estd sendo substituida. Esta caracteristica estdi embutida no conceito de
biofuncionalidade (RAVAGLIOLI, 1992; SHACKELFORD, 2005). Nesse conceito estio
incorporados, também, os problemas associados a degradacdo quimica dos materiais, visto
que o meio fisiolégico pode ser bastante agressivo - mesmo aos materiais considerados

extremamente inertes quimicamente, levando a redugdo da eficiéncia do implante.

2.3. Classificacao dos Biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o seu comportamento

fisiologico em (HENCH, WILSON, 1993; RAMAKRISHNA et al., 2004; WISE, 2004):

a) Biotoleraveis: materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos
adjacentes por meio da formacgdo de camada envoltdria de tecido fibroso. Esta camada €
induzida por meio da liberacdo de compostos de quimicos, fons, produtos de corrosao e
outros por parte do material implantado. Quanto maior a espessura da camada de tecido
fibroso formada, menor a tolerancia dos tecidos ao material. Os materiais biotoleraveis

sdo praticamente todos os polimeros sintéticos assim como a grande maioria dos metais.
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b)

d)

Bioinerte: materiais também tolerados pelo organismo, mas em que a formacdo de
envoltdrio fibroso é minima, praticamente inexistente. O material ndo libera nenhum
tipo de componente ou, mais realisticamente, o faz em quantidades minimas. A
quantidade de células fagocitdrias na interface é minima, a resposta fagocitica sera
passageira e uma fina cdpsula tomard lugar apés o implante. Em alguns casos esta
camada € praticamente imperceptivel. Os materiais bioinertes mais utilizados sdo
alumina, zircOnia, titanio, ligas de titdnio e carbono (HENCH et al., 2000; NAVARRO
et al., 2008).

Bioativos: materiais em que ocorrem ligacdes de natureza quimica entre material e
tecido 6sseo (osteointegracdo). Em fun¢do da similaridade quimica entre estes materiais
e a parte mineral Ossea, os tecidos dsseos se ligam a eles, permitindo a osteocondugdo
por meio do recobrimento por células dsseas. Os principais materiais desta classe sao os
vidros e vitro-ceramicas bioativos, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de calcio.
Absorviveis: materiais que, apos certo periodo de tempo em contato com os tecidos,
acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais materiais
sdo extremamente interessantes em aplicagdes clinicas em fun¢do de ser desnecessdria
nova intervencdo cirdrgica para a retirada do material de implante. Os principais

exemplos desses materiais sdo o fosfato tricalcico (TCP) e o poli (4cido latico).

Apesar dessa classificacdo, até recentemente os dispositivos médicos a partir de

materiais de fase unica, homogéneos e isotrdpicos, tais como 0s materiais ceramicos,

poliméricos e metdlicos (RAMAKRISHNA er al, 2004). Biomateriais em scaffolds sao

aqueles que possuem arcabouco tridimensional poroso, propriedades bioativas e

biodegraddveis, que servem de molde para a formagao do novo tecido (LIU; MA, 2004).

Devem possuir uma estrutura tridimensional que mimetize os meios fisicos e quimicos do

tecido sauddvel, para guiar a migracdo, diferenciacdo e proliferacdo tecidual (VUNJAK-

NOVAKOVIC; KAPLAN, 2006; TAYLOR; KHAN; LAURENCIN, 2009).



2.4. Biomateriais Ceramicos

Os materiais ceramicos foram utilizados pela primeira vez como biomateriais ha
cerca de 90 anos. Inicialmente, a atencdo era voltada para o desenvolvimento de tipos que
provocassem uma minima ou nenhuma reag¢do do tecido, caracteristicas tipicas destes
materiais em meios agressivos. Mas, o decorrer do tempo e o aumento do conhecimento na
drea dos materiais ceramicos geraram proposta conceitualmente oposta: as bioceramicas
deveriam provocar reacdes de formagdo de tecido e, se possivel, com a formagdao de uma
ligacdo intima entre a ceramica e os tecidos (SANTOS, 2002). Os materiais ceramicos sao
utilizados por conta das suas caracteristicas, tais como: boa biocompatibilidade, resisténcia
a corrosdo e alta resisténcia a compressdo. Como desvantagens, podem ser citadas
fragilidade, baixa resisténcia a fratura, dificuldade de fabricagcdo, baixa confiabilidade
mecanica e falta de resiliéncia, o que vem estimulando pesquisadores a desenvolver
biomateriais na forma de compdsitos, como alternativa em aplicagdes de bioengenharia
(RAMAKRISHNA et al, 2004).

As bioceramicas podem ser classificadas de acordo com sua aplicacdo em:

a) Estruturais: onde possuem elevada resisténcia mecanica sob compressdo quando
comparadas com metais e polimeros, e sdo geralmente bioinertes (por exemplo,
alumina e zircOnia);

b) Nao estruturais: sdo aquelas com baixa resisténcia mecanica quando comparadas

com as estruturais, uma vez que ndo precisam suportar cargas. Em geral, sdo

bioativas ou absorviveis, densas ou porosas.

Ainda podem ser classificadas de acordo com as caracteristicas do material, sendo:

a) Bioceramicas densas inertes: cuja porosidade € considerada nula. Sua unido ao 0sso

¢ de forma morfoldgica e se realiza de trés formas: por crescimento do tecido nas
irregularidades superficiais do implante, por unido através de um cimento acrilico
ou por acoplamento do implante no defeito por pressdao. A alumina monocristalina

ou policristalina € um exemplo tipico desse grupo;



b) Bioceramicas porosas inertes: onde a unido ao osso é mecanica e a fixagao bioldgica

acontece pelo crescimento do osso através dos poros do implante. A alumina
policristalina também é um exemplo tipico desse grupo;

c) Bioceramicas densas ou porosas bioativas: a unido ao tecido 6sseo é quimica e a

fixacdo bioativa. Alguns exemplos desse grupo sdo a hidroxiapatita, os biovidros
bioativos e as vitroceramicas bioativas;

d) Bioceramicas densas reabsorviveis: o implante € substituido lentamente pelo osso.

Exemplos tipicos sdo os fosfatos tricalcicos (TCP) e outros fosfatos assim como o

sulfato calcico (SASTRE et al., 2004).

2.4.1. Hidroxiapatita

Hidroxiapatita (HA) € um fosfato de célcio hidratado, componente majoritario (cerca
de 95%) da fase mineral dos ossos e dentes humanos. A férmula quimica da hidroxiapatita

¢ representada por: Ca;o(PO4)s(OH),.

A palavra hidroxiapatita é formada pela jun¢do das palavras hidroxi e apatita. Hidroxi
refere-se ao grupo hidroxila (OH) e apatita € um mineral. A palavra apatita vem do grego e
significa “enganadora”, em funcao de ela ser confundida com turmalina, berilo e outras. A
hidroxiapatita é o material utilizado pelos vertebrados para compor o esqueleto, devido a
sua capacidade de atuar como reserva de calcio e fésforo. Além disso, a hidroxiapatita
bioldgica € ainda composta por fons em concentracdes diversas, tais como: Ca™, Mg2+,
Na*, CO;%, etc., permitindo o controle desses importantes fons nos liquidos corporais por
meio da sua libera¢do ou armazenamento.

Devido a similaridade quimica da hidroxiapatita com a fase mineral dos tecidos
dsseos, ela € um dos materiais mais biocompativeis conhecidos. Isto favorece o crescimento
Osseo para os locais em que ela se encontra (osteocondutor), estabelecendo ligagdes de
natureza quimica entre ela e o tecido 6sseo (bioativo), permitindo a proliferacdo de
fibroblastos, osteoblastos e outras células dsseas, as quais ndo a distinguem da superficie

Ossea, o que indica a grande similaridade quimica superficial.



A superficie da hidroxiapatita permite a interacdo de ligacdes do tipo dipolo, fazendo
que moléculas de dgua e proteinas sejam adsorvidas na superficie induzindo, assim, a
regeneragao tecidual.

Dentre as propriedades fisicas e mecanicas, a hidroxiapatita possui densidade de
3,156 g/cm3, 5 Mohs de dureza e coeficiente de expansdo térmica de 11,6.10'6 K. Além
disso, possui moédulo de elasticidade entre 40 e 100 GPa, e resisténcia mecénica a
compressao em torno de 100 MPa, para hidroxiapatita compacta. Em geral, as propriedades
mecanicas da hidroxiapatita sdo similares as dos componentes mais resistentes do 0sso
humano (SASTRE et al, 2004).

As principais aplicagdes da hidroxiapatita sdo: reparo de defeitos Osseos em
aplicacdes odontoldgicas e ortopédicas; aumento de rebordo alveolar; coadjuvante na
colocagdo de implantes metélicos; regeneracdo guiada de tecidos ésseos; reconstrugao
bucomaxilofacial; equipamentos percutianeos; reparo e substituicdo de paredes orbitais;

substituicdo do globo ocular; recobrimento de implantes metélicos.

2.4.2. Titania

O titanio (Ti) é o nono elemento mais abundante da Terra; ¢ um elemento que
possui uma forte afinidade por oxigénio, fazendo com que a maior parte ocorra na forma de
6xido. Assim, esse elemento quimico forma compostos com estados de oxidagdo +2, +3,
+4, sendo o estado +2 correspondente a perda de dois elétrons 4s e os estados de oxidagao
mais altos correspondem a perda de um ou dois elétrons 3d (lembrando que essencialmente
nos estados de oxidac@o mais altos, os elétrons ndo sdo completamente perdidos, mas
compartilhados com 4tomos mais eletronegativos. Essa perda de elétrons da origem ao
6xido de titanio, ou titania, que € um so6lido branco utilizado como pigmento opacificante

em tintas, papéis, tecidos, plasticos e outros materiais (CHIANG et al., 1997).

O o6xido de titdnio ocorre naturalmente em diversos minerais, um dos quais
encontra-se o rutilo que possui um indice de refracdo maior que o diamante, mas € muito
macio para ser usado como pedra preciosa. Essa caracteristica permite que se obtenha

granulometrias muito finas no processo de moagem. Além disso, ndo € um produto téxico,
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¢ bastante estavel e barato (BRAUN et al, 1992). Também pode ser encontrado na forma
anatase e brookita. Essas estruturas sao diferentes entre si, € consistem de cations Ti** no
centro de um octaedro de oxigénio. Na estrutura rutilo, que tem simetria tetragonal, a
estrutura é construida através de ligacdo octaédrica. Na estrutura anatase, o arranjo dos
anions e cdtions € similar e o cristal € novamente tetragonal, porém cada octaedro &
distorcido e divide quatro arestas com outro octaedro. Na brookita, a estrutura ¢ bem mais
complicada, onde o octaedro divide tanto as arestas quanto as quinas. Dessa forma, a
tendéncia rutilo-anatase-brookita é de sempre diminuir simetria (CARTER e NORTON,

2007).

A grande maioria dos implantes a base de titdnio comercialmente puro apresenta
sobre a sua superficie, uma camada de titdnia estdvel formada espontaneamente,
dificultando sua interacdo com o tecido vivo. Um implante necessita de uma estrutura
superficial micromorfoldgica (rugosidade e porosidade), ndo s para assegurar a ancoragem
mecanica do osso na superficie, mas também para ativar a osseointegracdo. Assim sendo,
muitas pesquisas buscaram essa superficie estrutural depositando uma camada de titania,
muito mais reativa; é a partir dai que surge o interesse em descobrir as propriedades desse
material para fins biolégicos quando combinado a hidroxiapatita podendo vir a formar um

biomaterial com propriedades intermedidrias.

2.5. Ensaios em biomateriais

Para se avaliar se um biomaterial pode ser usado em aplicagcdes médicas, alguns
ensaios t€m que ser feitos, a fim de avaliar a biocompatibilidade deste. Tais ensaios sao
realizados in vitro e in vivo (RATNER et al, 1996; ANDERSON et al., 2004).

Os ensaios in vitro permitem obter dados de forma ripida e relativamente barata da
interacdo bioldgica, sem, contudo, informar sobre o comportamento do biomaterial em
sistemas mais complexos, como por exemplo, o corpo humano. O grande objetivo ao se
realizar ensaios in vitro € minimizar o uso de animais nos experimentos, porém, para fins

de implantes, tais ensaios podem nao ser relevantes.
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Para os ensaios in vivo, o uso de animais € imprescindivel, pois através deles, pode-
se modelar o ambiente que poderia ser encontrado em seres humanos. Entretanto, tem-se
um grande ndmero de animais que podem ser empregados, dando assim um grande
intervalo de uso de anatomia animal, fisiologia e bioquimica. A grande pergunta que se faz
¢ se tais modelos animais irdo permitir um resultado conciso para prever a utilizacdo do
biomaterial em condi¢des humanas. Com isso, sem a validacdo através de casos clinicos em
humanos, sempre € dificil obter conclusdes fortes via desempenho em animais.

O primeiro passo para se avaliar biomateriais em animais é escolher um modelo
animal que represente da forma mais préxima possivel a anatomia e bioquimica humana
onde serd feito o implante. Além disso, os experimentos tém de ser planejados para que se
use a menor quantidade possivel de animais, além de garantir que estes irdo ser tratados
com dignidade, garantindo a maior quantidade possivel de informacdes relevantes
(RATNER et al, 1996).

Quando ensaios em sistemas vivos sdo realizados, a obten¢do de resultados, com
grande variagdo de resultados experimentais, € comum e quanto mais complexo é o
sistema, maior € a variacdo de resultados que pode ser esperado. Para minimizar este
problema, o uso de ferramentas estatisticas € bem empregado, com énfase em duas etapas:
o cdlculo de um nimero ideal de amostras, para que se possa assegurar um valor minimo de
erro; e apos realizacdo dos ensaios, garantir o maximo de informacdes uteis. Para isso,
vdrias institui¢des internacionais, tais como ISO e ASTM, tém colocado normas, a fim de
garantir melhores resultados via ensaios padronizados. Outros protocolos de ensaios sao
especificados por 6rgaos governamentais e instituicdes de pesquisa (RATNER et al, 1996).

Para este trabalho, apenas os ensaios in vitro serdo abordados.

2.5.1. Caracteristicas que devem ser avaliadas para biomateriais

O termo citotoxicidade € utilizado para determinar os efeitos que as células sdo
submetidas quando em contato com biomateriais, tais como morte, alteracio na
permeabilidade da membrana celular, inibi¢do enzimética, etc., em nivel celular. Estes
efeitos sdo distintamente diferenciados dos fatores fisicos que afetam a adesdo celular

(carga superficial de um material, higroscopicidade, hidrofilicidade, etc.). Dentre as
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caracteristicas a serem avaliadas, estdo a toxicidade, doses de exposicao e de entrega,
fatores de seguranca, caracteristicas de solubilidade, etc.

A toxicidade € a caracteristica de um material ser toxico, ou seja, o quanto de
reagente quimico que um material desprende em quantidades suficientes capazes de matar
as células, quer de forma direta, quer de forma indireta, através de inibicdo do caminho
metabdlico principal. O nimero de células que sdo afetadas € um indicativo da dose e do
potencial do reagente. Embora uma variedade de fatores possa afetar a toxicidade de um
reagente quimico (por exemplo, composi¢do, temperatura, sistema de ensaio), o mais
importante € a dose ou a quantidade de reagente que foi entregue a uma célula individual
(RATNER et al, 1996).

O conceito de dose entregue a uma célula estd relacionado com a quantidade de
reagente que, na realidade, € absorvida pela célula. Esta difere do conceito de dose exposta,
que € a quantidade que foi aplicada ao sistema de ensaio. Por exemplo, se um animal for
exposto a produtos nocivos (dose exposta), apenas uma pequena quantidade da substancia
inalada serd absorvida e entregue aos 6rgdos internos e células (dose entregue). Uma vez
que diferentes células tém diferentes susceptibilidades aos efeitos toxicos dos xenobidticos
(substancias estranhas), as células que sdo mais sensiveis sdo chamadas de células alvo.
Utilizando estes dois conceitos, significa que os métodos de cultura de células avaliam a
toxicidade das células alvo usando doses entregues da substincia de ensaio. Isso distingue
os métodos de cultura de células para todos os estudos de animais, que avaliam a dose de
exposicdo e ndo a dose de célula alvo da substancia de ensaio. A diferenga em dosagem
para o nivel celular conta para uma quantidade significante de diferenca em sensibilidade
dos métodos de cultura de células comparados com os dados para todos os animais. Para
comparar adequadamente os métodos de cultura de células com estudos in vivo, deveriam
ser comparados com dados de modelos de toxicidade localizados, tais como irritagdes
dermatoldgicas, implantes e exposi¢do direta do tecido. Tais modelos reduzem as incertezas
da dose entregue associada com absorc¢do, distribuicao e metabolismo que sdo inerentes em
modelos sistémicos de ensaios de exposicao.

Um sistema de ensaio altamente sensivel € desejdvel para avaliar os perigos
potenciais dos biomateriais por conta das caracteristicas inerentes dos materiais sempre nao

permitir que a dose seja muito exagerada. Ha uma grande concordancia sobre a incerteza do
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uso de extrapolacdo de um sistema para outro, tal como do sistema animal para o sistema
humano. Para que isto seja permitido, os toxicologistas utilizam o conceito de fatores de
seguranca para levar em conta as variagdes intra e inter-espécies. A pratica requer ser capaz
de exagerar a dosagem clinica humana antecipada em ensaios de sistema ndo humano. Em
um modelo de toxicidade localizado em animais, hd uma ampla oportunidade para reduzir a
dose da célula alvo por distribui¢do, difusd@o, metabolismo e mudangas no nimero de
células expostas (devido a resposta inflamatdria). Por outro lado, em métodos de cultura de
células, onde as varidveis de metabolismo, distribui¢do e absor¢do sao minimizadas, a
dosagem por célula é maximizada para produzir um sistema de ensaio altamente sensivel
(RATNER et al, 1996).

Os principais componentes de dispositivos médicos sdo materiais insoldveis em
agua (polimeros, ceramicas e metais), o que significa que menos que uma parte do material
¢ solivel em dez mil partes de dgua. Outros componentes podem ser incorporados ao
produto final com o objetivo de obter propriedades fisicas, funcionais, de manufatura e de
esterilidade desejadas. Os polimeros, por exemplo, podem ter cargas, lubrificantes,
plastificantes, antioxidantes ou outros aditivos, que sdo incorporados tanto como
componentes de formulacdo, como tragos de aditivos adicionados durante o processamento.

A literatura indica que a migracdo de tais aditivos de um material pléstico sélido
para solventes liquidos € controlada por resisténcia difusional com o sélido, concentra¢io
quimica, tempo, temperatura, resisténcia de transferéncia de massa no lado do solvente,
turbuléncia fluida na interface solido — solvente e o coeficiente de particdo do aditivo
quimico no solvente. Devido a essas varidveis, as condi¢des para preparo de extracdo de
biomateriais t€ém sido cuidadosamente padronizadas para melhorar a reprodutibilidade dos
dados.

A dissolucdo completa dos biomateriais tem sido uma aproximacao alternativa para
0s ensaios in vitro. Sua principal limitacdo € que ela ndo simula a aplicacdo clinica
pretendida, ou pode criar produtos degradados, o que ndao ocorre em produtos clinicos.
Portanto, a dosagem clinica real ou agente exposto as células em termos farmacocinéticos
pode ser exagerada devido a taxa de difusdo do material ou dispositivo intacto poder ser

muito lenta ou diferente daquela para a dissolu¢do completa (RATNER et al, 1996).
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2.5.2. Métodos de ensaios in vitro

Ha trés métodos de ensaios que sdo bem utilizados para avaliar cultura de células: a)
contato direto; b) difusdo em Agar; e c) eluicdo (também conhecido como dilui¢do em
extrato). Estes s@o ensaios morfoldgicos, o que significa que a medicao € realizada através
de observagdes de mudancgas na morfologia das células. Tais ensaios diferem entre si na
maneira como o material de ensaio € aplicado as células: pode ser realizado por aplicacdo
direta sobre estas ou extraidas em uma solucdo apropriada, que serd posteriormente
aplicada as mesmas. A escolha do método de ensaio varia de acordo com as caracteristicas
do material de ensaio, a légica para realizar o ensaio, e a aplicagdo dos dados para avaliar a
biocompatibilidade (RATNER et al, 1996).

Para padronizar os métodos e comparar os resultados dos trés ensaios, as varidveis
de numero de células, crescimento de fase das células (periodo de replicacdo de célula
freqliente), tipo de célula, tempo de exposi¢do, tamanho da amostra de ensaio (por
exemplo, geometria, densidade, espessura, forma) e drea superficial da amostra de ensaio
devem ser cuidadosamente controladas. Isto € particularmente verdadeiro quando a
quantidade de extraiveis toxicos estd no inicio da deteccdo onde, por exemplo, um pequeno
aumento no tamanho da amostra poderia mudar o resultado de ndo toxico para toxicidade
moderada ou severa. Abaixo do inicio da deteccdo, ndo se observa variacdo nessas

variaveis (RATNER et al, 1996).

2.5.2.1. Ensaio do contato direto (ASTM F813):

Nesse ensaio, utilizam-se monocamadas celulares da linhagem 1929 de tecido
conjuntivo de camundongo, cultivadas em placas de Petri de 35 mm na presenca de RPMI
1640 e 5% de soro feral bovino, a 37°C e 5% de CO,, durante aproximadamente 408 h.
ApOs a obten¢do da confluéncia adequada, faz-se uma substitui¢ao do meio de cultura e sdo
colocadas as amostras dos controles negativos (PEAD e / ou discos de filtros at6xicos), dos
controles positivos (latex e / ou discos de filtros embebidos em solucdo de fenol) e do
material-teste em contato direto com a monocamada celular por 24 h. Leva-se em

consideracdo que hd presenca de componentes toxicos e que estes podem se difundir pelo
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meio de cultura, o que faz com que uma area de contato das amostras na superficie externa
das placas seja delimitada, sendo removidas e a monocamada celular corada com solugdo
de cristal violeta. Em seguida, separam-se trés indices, a saber: indice de zona (IZ); indice
de lise (IL) e indice de resposta (IR) (GOES et al, 2006).

O indice de zona (IZ) refere-se a area ou zona clara onde as células ndo foram
coradas pelo cristal violeta, enquanto que o indice de lise (IL) indica a porcentagem de
células degeneradas ou afetadas dentro da zona de toxicidade. Ambos sdo estabelecidos
para cada placa de cultura, microscopicamente examinada. Com os valores estabelecidos

para IZ e IL, pode-se relaciona-los a fim de se obter o indice de resposta (IR), via a

expressdo:
17
IR =— Equacio (2.1
;L bauac 2.1

A Tabela 2.1 indica a descri¢do dos indices de zona IZ, enquanto que os valores

para os indices de lise (IL) estdo descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.1 — Valores dos indices de zona (IZ) (GOES et al., 2006).

1Z Descricao Classificacao
0 Nenhuma zona sob e ao redor da amostra. Nenhuma
1 Zona limitada sob a amostra. Leve
2 Zona inferior a 5 mm em torno da amostra. Suave
3 Zona limitada entre 5 e 10 mm em torno da Moderada
amostra.
4 Zona superior a 10 mm em torno da amostra, Severa
porém sem envolver toda a placa.
5 Zona que envolve toda a placa. Severa
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Tabela 2.2 — Valores dos indices de lise (IL) (GOES er al., 2006).

IL Descricao Classificacao
0 Nenhuma lise. Nenhuma

1 Menos que 20% da zona afetada. Leve

2 Entre 20% e 39% da zona afetada. Suave

3 Entre 40% e 59% da zona afetada. Moderada
4 Entre 60% e 80% da zona afetada. Severa

5 Mais que 80% da zona afetada. Severa

2.5.2.2. Ensaio de difusiao em Agar (ASTM F-895):

Culturas de linhagem celular 1.929 de tecido conjuntivo de camundongo sdo
distribuidas sob a forma de uma monocamada em placas de Petri de 35 mm e incubadas por
aproximadamente 48 horas, como ja citado anteriormente. Apds a obtencdo da confluéncia
adequada, o meio de cultura liquido € substituido pelo meio de cobertura sélida composta
de partes iguais de meio concentrado (2x) e dgar Noble (3%). Amostras dos controles
negativos (polietileno de alta densidade e / ou disco de filtro at6xico) e positivos (latex e /
ou embebido com solucdo de fenol) e do material-teste sdo colocados sobre a superficie do
meio de cobertura sélido e incubados por um periodo de 24 horas para avaliacdo de suas
propriedades citotéxicas (GOES et al, 2006).

Componentes toxicos que porventura estejam presentes no material-teste podem se
difundir pelo meio de cultura, formando um gradiente de concentracio e afetando as células
localizadas a diferentes distancias da amostra. Neste método, semelhantemente ao método
do contato direto, é feita uma delimitacdo da drea de contato na superficie externa das
placas, onde posteriormente essas sdo removidas e as células expostas a uma solucdo do
corante vermelho neutro que ird corar as intactas. O indice de zona (IZ) € a drea ou zona
clara onde as células nao foram coradas pelo vermelho neutro, enquanto que o indice de lise
(IL) é a porcentagem de células degeneradas ou afetadas dentro da zona de toxicidade e tais
indices se relacionam para fornecer o indice de resposta (IR), de forma similar e utilizando

os mesmos parametros do ensaio do contato direto descrito anteriormente (Equagdo 2.1).
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As amostras sdo avaliadas em triplicatas em cada um dos experimentos realizados (GOES

et al, 2006).

2.5.2.3. Ensaio de Eluicao (USP 23):

Este ensaio € utilizado para determinar a reatividade bioldgica de extratos dos
biomateriais, principalmente para polimeros de alta densidade, e para avaliagdes do tipo
dose-resposta.

Na preparagao dos extratos, cloreto de sédio 0,9% e meio para cultura de células de
mamiferos com ou sem soro fetal bovino s@o utilizados como solventes extratores. O uso de
meio de cultura suplementado com soro € mais utilizado, pois simula mais fielmente as
condigdes fisiolégicas (GOES et al, 2006).

O preparo de extratos dos biomateriais a serem avaliados exige uma avaliacdo
especifica exige uma avaliacio especifica dos tamanhos das dreas de extragdo. Se estas ndao
puderem ser rigorosamente mensuradas, massas de 0,1 g de material elastomérico ou 0,2 g
de material polimérico por mililitro (mL) do fluido de extracdo devem ser utilizadas,
tomando-se cuidado para prevenir a contaminagdo por microorganismos € materiais
estranhos. Deve-se observar também para que as condi¢des de extracdo ndo causem
mudancas fisicas no material, tais como fusido ou derretimento das pecas do material. Os
extratos sdo preparados aquecendo o meio extrator com o material por 24 horas em
incubadoras, na presenca de 5% de CO,. As temperaturas de extracdo ndo devem
ultrapassar 37°C nos casos de uso do meio-soro como extrator, pois temperaturas altas
causam desnaturacdo das proteinas do soro (GOES et al, 2006).

O ensaio € realizado em culturas celulares da linhagem L1929 de tecido conjuntivo
de camundongo, distribuidas sob a forma de monocamadas em placas de Petri de 35 mm e
incubadas por aproximadamente 48 horas. Apds a obtencdo da confluéncia adequada, o
meio de cultura € substituido pelos extratos das amostras e dos controles. Os extratos que
utilizaram NaCl 0,9% como extrator sao diluidos na propor¢do de 1:4 com meio de cultura
e soro. Os experimentos sdo sempre feitos em triplicata e as placas incubadas por 48 horas
a 37°C em 5% de CO,. Apdés o tempo de incubagdo, as placas sdo examinadas

microscopicamente usando o corante cristal violeta (GOES et al, 2006).
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A Tabela 2.3 fornece a descricio da reatividade bioldgica no ensaio, onde as
respostas observadas no ensaio devem corresponder aos graus de reatividade estabelecidos
pelos padrdes utilizados: negativo (0) e positivo (4), ou a algum valor intermediério a estas

referéncias (GOES et al, 2006).

Tabela 2.3 — Graus de reatividade para o ensaio de elui¢io (GOES et al., 2006).

Grau Classificacao Condicoes da cultura

0 Nenhuma Discretos granulos intracitoplasmaticos: nenhuma

lise celular.

1 Leve Nao mais do que 20% das células sdo
arredondadas, frouxamente ligadas e sem granulos

intracitoplasmaticos; lise celular rara.

2 Suave 50% das células sdo arredondadas e desprovidas de
granulos intracitoplasmaéticos; lise celular extensa e

areas vazias entre células.

3 Moderada 70% da camada celular contém células

arredondadas e/ou que sofreram lise.

4 Severa Completa destrui¢do da camada celular.

2.5.3. Comparacio entre ensaios in vitro

Alguns artigos sdo encontrados na literatura, nas mais diversas areas, onde ha a
comparagdo, em termos de sensibilidade, dos ensaios in vitro, com resultados indicados
comprovando a funcionalidade dos mesmos. Alguns artigos estdo indicados a seguir.

Pithon e colaboradores (2008) compararam duas metodologias (ensaio de difusdo
em 4gar e ensaio de incorporagdio do vermelho neutro), avaliando in vitro a
biocompatibilidade de eldsticos ortodonticos intra-orais das marcas American Orthodontic
(EUA) e Morelli (Brasil) através de ensaio de citotoxicidade em cultivo de células HEp-2
(carcinoma de laringe humana). Os resultados obtidos, utilizando-se ambas as

metodologias, demonstraram baixa citotoxicidade para os eldsticos das marcas American
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Orthodontic e alta para marca Morelli. Concluiu-se, entdao, que as duas metodologias sao
equivalentes e a escolha do método de ensaio mais adequado deve ser feita de acordo com o
tipo de andlise que se deseja obter: qualitativo quando se utiliza o método de difusdo em
agar ou quantitativo com o método da incorporacao do vermelho neutro.

Rogero e colaboradores (2003) realizaram uma avaliagdo in vitro da
biocompatibilidade de diferentes tipos de biomateriais pelo ensaio de citotoxicidade em
cultivo de células de tecido conectivo de camundongos, NCTC Clone 929 da American
Type Culture Collection. O estudo comparativo do ensaio de citotoxicidade foi realizado
com duas metodologias: 1) ensaio de difusdo em dgar e 2) ensaio de incorporagdo do
vermelho neutro. Os resultados obtidos demonstraram que ambas as metodologias podem
ser utilizadas, de acordo com o tipo de amostra a ser analisada.

Em trabalho de Cruz e colaboradores (1998), realizou-se uma comparagdao dos
métodos de difusdo em dgar e de extracdo utilizando as linhagens celulares RC-IAL
(células fibroblasticas de rim de coelho) e HeLa (células epiteliais de carcinoma do colo do
utero humano), na avaliacdo da citotoxicidade “in vitro” de materiais de uso médico-
hospitalar. Os resultados encontrados sdo similares aos observados por outros autores que
avaliaram materiais como, por exemplo, ligas metdlicas. Quando foi usado o duodecil
sulfato de sddio (SDS) observou-se, nas duas linhagens celulares, diferencas favordveis ao
método de difus@o em dgar em duas concentracoes, isto €, a sensibilidade deste método foi
significantemente maior, por inspecdo, em relacio ao método de extracdo, além de se

constituir em método mais simples de ser realizado.

2.5.4. Métodos de ensaios in vivo

Os ensaios in vivo sdo realizados com o objetivo de fornecer dados sobre o
comportamento do biomaterial no meio biologico vivo. Porém, o ensaio ndo elimina a
probabilidade de respostas diferentes quando o produto final for utilizado nos seres
humanos, uma vez que ha diferenca entre as espécies vivas. Mesmo assim, os ensaios in
vivo sdo validos porque trardo informagdes uteis sobre a reacdo organica induzida pelo

produto-teste. O estudo das respostas inflamatdrias, agudas e cronicas, bem como a relacdo
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destas no periodo tardio, com sucesso ou insucesso do biomaterial € realizado via ensaio in
vivo no modelo animal (GOES et al, 2006).

Para a implantacao in vivo € preciso considerar quais sdo as caracteristicas e onde se
pretende usar o biomaterial, assim como a natureza do contato com os tecidos. Desta forma,
ensaios gerais podem nao ser suficientes para demonstrar a seguranga de um biomaterial
para uso especifico. Deste modo, a aplicacdo clinica especifica do biomaterial determina
qual o ensaio mais apropriado. E importante lembrar que ndo é tio simples fazer uma
extrapolacdo dos resultados obtidos via espécie animal para a espécie humana, devendo-se
levar em consideracdo as semelhangas e diferencas entre espécies animais e o ser humano.

Segundo Rezende (GOES et al, 2006),

“A avaliacdo da biocompatibilidade deve, sobretudo, documentar uma
descricdo geral do produto, seu uso pretendido, o grau de contato com o
tecido, a natureza quimica do material, a revisdo dos dados de citotoxicidade e
a biocompatibilidade de cada componente quimico. A selecdo dos ensaios

depende do uso final do biomaterial.”

2.5.4.1. Generalidades sobre o implante e o tecido vivo:

Para se fazer a selecdo do modelo animal adequado, deve-se levar em consideracao
as caracteristicas dos componentes do biomaterial, do desenho do produto e pelas
caracteristicas do animal. Para a avaliagdo da biocompatibilidade, deve-se considerar a
natureza e a duragdo da exposicdo de cada componente, sua natureza quimica e fisica, a
atividade bioldgica de qualquer aditivo ou residuo quimico, metabdlicos ou produtos de
degradacio, além da interacdo entre componentes e os efeitos da esterilizagio (GOES et al,
2006).

Os principios bésicos da resposta tecidual aos implantes sdo encontrados na biologia
celular e molecular, bioquimica e fisiologia, onde os processos bioldgicos envolvidos na

resposta do tecido s@o influenciados por fatores relacionados ao implante. Tais fatores sdo:
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a) Espago morto criado pelo implante;

b) Trauma da implantacio e conseqiiente inflamacao;

c) Agentes solaveis liberados pelo implante como ions ou fragmentos de polimeros;

d) Particula de material insoltvel liberada do implante em conseqiiéncia do desgaste;

e) Alteracdes na distribui¢do das forcas nos tecidos, causada pela diferenca de médulo
de elasticidade entre implante e tecido vizinho;

f) Movimento do implante no local de implantacdo, resultante da falta de unido entre

tecido vivo e biomaterial (GOES et al, 2006).

O ensaio in vivo pode ser feito em diferentes espécies animais, tais como:
camundongos, ratos, coelhos, cades, hamsters, Gerbis, primatas-ndo humanos, carneiros,
porcos, etc., sempre conduzido segundo as normas éticas de experimentacdo animal
(CETEA). O estudo deve ser realizado com o menor nimero possivel de animais e de tal
forma a se obter o maior ndmero de informacdes, para que haja possibilidade de
extrapolacdo dos resultados com seguranca, além de eliminar a necessidade de repeti¢des
do mesmo ensaio (GOES et al, 2006).

Para avaliagdo de um biomaterial, em termos de biocompatibilidade em espécie
animal, deve-se levar em consideracdo a resposta tecidual a agressdo apds a implantacdo
cirdrgica. Independente do resultado de biocompatibilidade, sempre ocorrerd um trauma
ap6s a implantagdo cirdrgica, comecando com uma inflamacao e prosseguindo através dos
passos de cura da ferida. Além desse fenomeno, ha a reagdo de corpo estranho, devido a
presenca do material reconhecido como ndo pertencente ao receptor. Se a seqiiéncia normal
de cura ocorre, o biomaterial ¢ chamado de biocompativel. Pode ser observada a formagao
de tecido fibroso em torno do implante, a chamada cdpsula fibrosa, onde o grau desse
tecido ird depender do material que foi implantado, de suas propriedades de superficie e da
capacidade regenerativa das células no tecido adjacente. Células que nio regeneram ou de
regeneracio lenta sdo mais propensas a formar tecido cicatricial (GOES et al, 2006).

A inflamacdo cronica pode ser causada pelas propriedades quimicas ou fisicas do
material ou pelo movimento no local de implantagdo, o que causa lesdo celular local,
fazendo com que os mediadores da inflamagdo continuem a ser liberados. Uma substancia

quimica do implante pode ser citotoxica e matar as c€lulas e um material inerte pode
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desencadear reacao tecidual se estd fragmentado em microns, pois os macréfagos ingerem
as particulas e ndo podem digeri-las e morrem, e a movimentagdo relativa do tecido e
implante rompe as células na interface. Deve ser lembrado ainda que podem ocorrer
mudangas no material implantado in vivo, que levam a lesdo celular (GOES et al, 2006).
Para que se possa estudar a resposta dos tecidos aos biomateriais, é necessario ter
uma metodologia que permita avaliacdo em niveis tecidual, celular e molecular. Outra
varidvel importante é o tempo de estudo, pois existe uma relagdo temporal entre os
protagonistas celulares e moleculares das reacdes bioldgicas e os fatores relacionados com
os biomateriais, que atuam com diferentes constantes de tempo nas respostas bioldgicas.
Por haver uma natureza dinamica das interacdes tecido-biomaterial, a determinacao final da
biocompatibilidade deve ser qualificada de acordo com tempo na qual o estudo foi

realizado.

2.6. Processos de fabricacio de corpos porosos

Segundo Hirschfeld e colaboradores (1996), ceramicas porosas podem ser
classificadas em quatro estruturas bdsicas: (a) redes de fibras enroladas, (b) estruturas de
células fechadas, (c) estruturas de células abertas, e (d) membranas, onde suas aplicacdes
sao determinadas por uma tnica estrutura. J4 segundo Saggio-Woyansky e Scott (1992), as
ceramicas porosas podem ser agrupadas em duas categorias gerais: ceramicas reticuladas e
ceramicas de espuma. Uma ceramica reticulada € um material poroso composto de vazios
interconectados rodeados por uma rede de ceramica; uma ceramica de espuma tem vazios
fechados com uma matriz continua de ceramica. Essas estruturas porosas tém relativamente
baixa massa, baixa densidade e baixa condutividade térmica. Essas duas categorias diferem
entre si na propriedade de permeabilidade, ou seja, a permeabilidade € alta em ceramicas
reticuladas e baixa em ceramicas de espuma. Essa diferenca acontece devido as estruturas
aberta e fechada de cada categoria. Por combinac¢do dos materiais ceramicos adequados e
processamento, 0s corpos ceramicos podem também ter alta tenacidade, alta resisténcia a
ataques quimicos, resisténcia a altas temperaturas e alta uniformidade estrutural. Essas

propriedades fazem as ceramicas porosas apropriadas para uma variedade de aplicagdes.
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Os metais fundidos, particularmente o aluminio, geralmente contém soélidos de
impurezas que sdo eliminados para o produto final de metal fundido. Esses soélidos
aparecem como inclusdes apds solidificagdo e podem ser deletérios em varios aspectos
como diminuicdo de caracteristicas de brilho final e de protecdo anddica, reducdo de
algumas propriedades mecanicas, dentre outras. Para que isso ndo aconteca, é desejavel
selecionar um filtro para remover e minimizar esses solidos no produto final. Normalmente
utilizam-se filtros de esponjas reticuladas de alumina, com propriedades como alta
porosidade, baixa variagao de pressao e alta resisténcia ao ataque do aluminio (HAN et al.,
2002), enquanto que as espumas de materiais ceramicos podem ser utilizadas como
materiais de isolantes térmicos e queimadores de combustio de gis (SAGGIO-

WOYANSKY e SCOTT, 1992).

2.6.1. Método da esponja polimérica:

O método da esponja polimérica consiste, resumidamente, na impregnacao de uma
esponja polimérica com pasta ceramica. Apds a queima da esponja, ocorre a consolidagdao

de um corpo ceramico poroso. Esse método possui oito etapas, que serdo descritas a seguir.

a) PASSO 1: Selecao da esponja polimérica

Nessa etapa, o tamanho do poro da esponja determina o tamanho do poro do
produto final apés contragao por queima e sinterizagao. Tipicamente, a quantidade de poros
varia de 2 a 25 poros/cm. As densidades das células podem ser aumentadas por
compactacdo a quente da esponja. Outra consideragdo da esponja € a resili€ncia, ou sua
habilidade de recuperar seu formato original.

Adicionalmente, a esponja deve se volatilizar em temperaturas abaixo da necessaria
para sinterizar o corpo ceramico final. Alguns dos materiais poliméricos da esponja que
podem satisfazer esses requisitos sao poliuretano (PU), policloreto de vinila (PVC),

poliestireno (PS) e liatex. A baixa temperatura de amolecimento do poliuretano torna-o
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particularmente atraente como material de esponja. Quando a esponja impregnada é
aquecida para que esta possa volatilizar, a esponja de poliuretano prontamente amolece e
dissipa-se, aliviando, desse modo, qualquer tensdo térmica que poderia romper O cOrpo

ceramico nao sinterizado.

b) PASSO 2: Preparacao da pasta ceramica

A pasta basica € feita de particulas ceramicas finamente divididas, um liquido e
aditivos. As particulas ceramicas escolhidas dependem da aplicacdo particular e das
propriedades requeridas para o produto final. Alguns exemplos de particulas cerdmicas
utilizadas para produzir estruturas reticuladas para uma variedade de aplicagdes sdo
zircOnia, mulita, talco, silica, alumina, magnésia, fosfatos de cdlcio, titania e argilas
calcinadas. Geralmente, quaisquer 6xidos, boretos, nitretos, carbetos, silicietos ou minerais
podem ser utilizados como componente ceramico na pasta. Tipicamente, as particulas
ceramicas sao menores que 80 mesh (180 wm); entretanto, também é comum particulas
com 325 mesh (45 wm). A 4dgua € mais freqiientemente utilizada como carregador na pasta.

A quantidade de dgua varia de 10% a 40% do total do peso da pasta.

¢) PASSO 3: Aditivos (para o pé e agua)

Alguns aditivos sdo normalmente adicionados a pasta, com o objetivo de mudar
certas caracteristicas, como, por exemplo, deixd-la tixotrdpica (ou seja, mostra uma
diminuicdo de viscosidade ao longo do tempo a uma velocidade de cisalhamento
constante). A seguir serdo discutidas as aplica¢des para cada tipo de aditivo.

O ligante confere resisténcia a estrutura ceramica apds secagem e previne colapso
durante a volatilizacdo da esponja. Alguns ligantes comuns utilizados sdo: o silicato de
sédio ou potdssio, ortofosfato de sédio e ortoborato de magnésio. Muitos desses ligantes
foram desenvolvidos na década de 60 e 70.

O agente reoldgico confere tixotropia a pasta, ou seja, quando a esponja polimérica

¢ impregnada com a pasta cerdmica, a pasta deve ser fluida o suficiente para entrar,

preencher e cobrir uniformemente a rede da esponja e subseqiientemente recuperar
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viscosidade suficiente sob condicdes estdticas para permanecer na esponja. Os agentes
reoldgicos mais comuns sdo as bentonitas e caulim, podendo ser utilizada também a
montmorilonita para alumina reticulada, sendo que esta, além de promover a tixotropia,
também aumenta a resisténcia da estrutura resultante de alumina.

Os agentes anti-espumantes sao adicionados para prevenir a formagdo de espuma da

pasta. Segundo Saggio-Woyansky e Scott (SAGGIO-WOYANSKY e SCOTT, 1992), o

agente anti-espumante reduz a tendéncia da pasta de formar “pontes” ou “janelas” na
estrutura porosa. Essa estrutura fechada resulta em permeabilidade reduzida do produto
final.

O agente floculante pode ser adicionado a pasta ceramica para aumentar a aderéncia

da barbotina ao material da esponja. J4 o agente de fixacdo por ar pode ser adicionado a
barbotina ceramica para ajudar na fixagao ou na ligacdo da pasta ceramica para a queima. O
agente mais comumente utilizado € o ortofosfato de aluminio em 2,5% a 25% em peso.

Outros exemplos de agentes sdo o ortoborato de magnésio e o hidroxicloreto de aluminio.

d) PASSO 4: Imersao da esponja na pasta

Uma vez selecionada a esponja e a pasta ceramica preparada, o préximo passo é
impregnar a esponja com a pasta. Tipicamente, a esponja € comprimida para remover o ar,
imersa na pasta, depois deixada para expandir. A pasta infiltra as células abertas da esponja.
Neste ponto, o passo de compressao / expansido pode ser repetido até atingir a densidade

desejada.

e) PASSO 5: Remocao do excesso de pasta na esponja

ApO6s a esponja ter sido impregnada, o préximo passo € remover entre 25% e 75%
da pasta cerdmica na esponja. As técnicas variam desde uma simples compressdo da
esponja entre duas faces de madeira a métodos mais avancgados, tais como centrifugacido ou
passagem através de rolos compressores. Nesse estdgio, a espuma impregnada pode ser
mais facilmente moldada, uma vez que ela estd ainda flexivel. Qualquer forma obtida nesse

ponto deve ser sustentada até que a ceramica seja sinterizada.
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f) PASSO 6: Secagem

Apo6s o excesso da pasta ser removido, a esponja impregnada € seca para que ocorra
deposicdo das particulas ceramicas na esponja. A secagem pode ser feita ao ar, em estufa
ou por aquecimento em microondas. A secagem ao ar tipicamente acontece entre oito e
vinte e quatro horas, enquanto que a secagem em estufa € feita no intervalo de temperatura

de 100°C a 300°C, de quinze minutos a seis horas.

g) PASSO 7: Queima da esponja polimérica / retirada dos organicos

volateis

A estrutura reticulada seca € aquecida em ar entre 350°C e 800°C, baixa taxa de
aquecimento, 0,5°C/min, por exemplo, para eliminar os organicos da pasta e para volatilizar
a esponja polimérica. Em alguns casos, um ambiente inerte é preferivel. A temperatura
escolhida para essa etapa depende da temperatura para a qual o material da esponja
escolhida se decompde. Aquecimento lento e controlado até a temperatura desejada €
critico para essa etapa. Aquecimento rapido pode resultar em colapso da estrutura ceramica.
Essa etapa pode ser combinada com a etapa final de sinterizagdo da ceramica, mas, na
maioria dos casos, as etapas de secagem e sinterizacdo separadas sdo importantes para

controle preciso da estrutura reticulada final.

h) PASSO 8: Sinterizacio da ceramica

A etapa final € a densificacdo da rede ceramica por sinterizagdo. Nessa etapa, o
aquecimento controlado € importante para prevenir o colapso da estrutura ceramica. As
temperaturas de sinterizacdo variam de 1000°C a 1700°C. Os parametros de controle
utilizados, como temperatura e tempo, dependem do material ceramico inicial e das

propriedades finais desejadas.

Em estudo realizado sobre a preparacdo de ceramicas porosas reticuladas de carbeto

de silicio, Zhu e colaboradores (2002) caracterizaram a parte reoldgica das pastas
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preparadas, além do processo de recobrimento e resisténcia a flexdo em funcdo da
densidade relativa, mostrando qual o valor 6timo de pH da dispersdo e que o aumento da

resisténcia a flexao € diretamente proporcional ao aumento da densidade relativa.

2.6.2. Método da adicao de espumante:

Em contraste com o método da esponja polimérica, uma variedade de aproximagdes
para confeccionar ceramicas porosas ¢ praticada pelo método da adicdo de espumante. Na
maioria dos casos, uma mistura quimica contendo o componente ceramico desejado mais
uma variedade de constituintes organicos € tratada para desenvolver um gds que cria bolhas
no material e, consequentemente, a espuma. O material cerdmico poroso resultante é seco e,
em seguida, sinterizado. Segundo Saggio-Woyansky e Scott (1992), o método espumante
apresenta algumas vantagens sobre o método da esponja polimérica. Certas formas,
composi¢oes e densidades s@o mais facilmente produzidas por formacao de espuma. Corpos
ceramicos com células fechadas com poros pequenos ndo podem ser confeccionados pelo
método da esponja polimérica.

Peng e colaboradores (2000) realizaram um estudo sobre a microestrutura de corpos
ceramicos confeccionados pelo método espumante, onde se caracterizou a porosidade
destes tipos de amostras ceramicas, além da razdo entre o didmetro das aberturas e o
diametro da célula em fungdo da porosidade, mostrando, também, a uniformidade da
estrutura ceramica. Em outro estudo, Peng, Fan e Evans (2000) mostraram os fatores que
afetam a microestrutura de um corpo cerdmico fino, mostrando que a resisténcia a
compressao dessas amostras aumentou a medida que houve uma diminui¢ao do grau de

expansao, sugerindo, assim, que a resisténcia das estruturas aumentou.

2.6.3. Método da adicao de cera:

O método de adicdo de cera, natural ou sintética, tem sido bastante utilizado para
materiais ceramicos com a fungdo de criar poros para facilitar a saida de outros

componentes nas primeiras etapas de remog¢ao do ligante. A cera também pode ser utilizada
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como componente majoritirio do ligante, principalmente quando se deseja uma baixa
viscosidade da mistura, como € o caso do processo de moldagem de ceramicas por injecdo a
baixa pressao (BRUMATI, 1995).

Prado da Silva e colaboradores (2002a), em estudo sobre a produ¢ao de biomateriais
porosos baseados em compdsitos de hidroxiapatita reforcados com vidro, utilizaram amido
de batata e casca de améndoa como formadores de poros, onde concluiram que os métodos
de processamento podem ser utilizados para produzir uma microestrutura homogénea de
poros. Em trabalho sobre implantes de carbonato de cdlcio bioativo poroso, Lemos e
Ferreira (1999) utilizaram esferas de cera e amido, concluindo que a técnica de
consolidagdo com amido é um método interessante para a fabricacio de materiais
bioceramicos porosos. Em estudo sobre materiais com hidroxiapatita reforcada com vidro
poroso, Prado da Silva e colaboradores (2002b) utilizaram amido de batata modificado,
casca de améndoa e esferas de cera como formadores de poro e concluiram que o método
utilizando esferas de cera aparentou ser mais efetivo para a produg¢do de amostras com

poros interconectados e com didmetro médio maior que 100 pwm.

2.7. Porosidade

Com a utiliza¢do cada vez maior de ceramicas avangadas, provenientes de materiais
processados quimicamente, tornou-se necessaria uma caracterizagdo mais detalhada do que
a utilizada para ceramicas tradicionais, além de um conhecimento profundo de suas
propriedades macroscopicas, como, por exemplo, tamanho de particula, drea superficial,
porosidade e densidade (SHIELDS, 1991). Os defeitos (vazios ou poros) desempenham um
papel importante quando os engenheiros trabalham com projetos de equipamentos e
componentes ceramicos, uma vez que a resisténcia destes pode ser diretamente equacionada
com o tamanho do defeito, além de ser tratado estatisticamente devido a presenga de uma
infinidade de falhas (ABE, 1985). Geralmente, as mudancas mais significativas que
ocorrem durante o processo de queima incluem aumento no tamanho de particula e
mudancas na forma e tamanho dos poros, que usualmente leva a uma diminuicdo da area

especifica. A eliminagdo da porosidade maximiza certas propriedades, tais como
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resisténcia, translucidez e condutividade térmica. Duas categorias gerais de caracteriza¢do
ceramica sdo caracterizagdo atdOmica, que define a localizagcdo relativa dos atomos, e a
caracterizacdo de propriedades macroscopicas, especialmente utilizando medicdes de
porosidade, densidade e area especifica (SHIELDS, 1991).

Os sdlidos podem eventualmente apresentar microestruturas complexas e a maioria
dos materiais sdo, até certo ponto, porosos. As aplicacdes préticas de um material podem
depender apenas das suas propriedades macroscépicas como condutividade térmica, indice
de refragcdo, resisténcia mecanica, ou entdo das propriedades de catélise, adsor¢do e
permeacgdo. Além disso, as propriedades macroscopicas estdo proximamente conectadas a
microestrutura porosa do sélido, caracterizada por caracteristicas tais como densidade, drea
superficial, porosidade, tamanho de poro, geometria e topologia do poro, além da
distribuicao do tamanho do poro (LEE et al., 1996).

Virios métodos foram desenvolvidos para a caracterizacdo de um s6lido poroso, tais
como picnometria, adsor¢do de gds, medicdes por penetracdo de fluido e técnicas
calorimétricas, além de espalhamento de radiacdo, técnicas de ultrassom, entre outras,

sendo que os métodos mais populares sdo o de adsor¢do de gés e intrusdao por mercurio.

2.8. A origem da porosidade:

Segundo Lee e colaboradores (1996), os materiais porosos podem ser
grosseiramente divididos em duas categorias: aglomerados (montagens consolidadas e
rigidas de particulas) e agregados (montagens nao rigidas, ndo tao firmemente empacotadas
de particulas). Muitos géis inorganicos e ceramicas sdo formados por empacotamento de
particulas pequenas e subseqiiente consolidagcdo. Os vazios entre particulas produzem uma
rede interconectada que envolve cada particula. A estrutura final da rede de poros depende
principalmente do arranjo original das particulas iniciais e de seus tamanhos, forma e da
maneira de empacotamento das particulas constituintes.

E necessdrio distinguir entre vazios intraparticulas ou interparticulas para agregados
ou aglomerados de particulas porosas. Uma rede de macroporos (poros com diametros entre
50 nm e 1000 nm) é formada por intersticios entre particulas, que sd@o continuos e se

estende pelo sélido. Os poros intraparticulas sdo tipicamente dos tamanhos de microporos
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(diametro de poros entre 0,2 ¢ 2 nm) e mesoporos (didmetro de poros entre 2 ¢ 50 nm). Os
poros muito pequenos intraparticulas comumente ddao uma contribuicdo maior para a drea
superficial do sé6lido, enquanto que o vazio interparticula tem maior peso no volume total
de vazios.

Os corpos porosos também podem ser obtidos por processos de substrato, onde
certos elementos de uma estrutura original sdo seletivamente removidos para criar poros.
Alguns exemplos s@o a formacgdo de poros de 6xidos metalicos por decomposicao térmica
de hidréxidos, carbonatos, nitretos, oxalatos, etc.. Para descrever uma estrutura porosa,
deve-se considerar a geometria (tamanho e forma) dos poros e a topologia da rede de poros,
sabendo-se que nem a forma nem o tamanho dos poros serdo uniformes ao longo do sélido

(LEE et al., 1996).

2.9. Sinterizacao:

A sinterizacdo pode ser definida como um processo que utiliza calor e diversos
mecanismos de transporte de material para converter pds ceramicos em solidos
policristalinos densos. Num compacto ceramico verde, diversos fatores sdo desejaveis para
o controle da microestrutura e das propriedades finais dos produtos sinterizados. A
uniformidade (homogeneidade, distribuicao dos graos, etc.) permite que a sinterizacdo ou
densificacdo ocorra a uma temperatura mais baixa e de maneira uniforme através do
compacto. Esta uniformidade depende, inicialmente, das qualidades originais do p6
ceramico utilizado, tais como particulas finas, distribuicdo homogénea dos tamanhos das
particulas e composicao quimica. Uma vez satisfeitas as exigéncias relativas ao pd, outros
fatores deverao ser considerados (KIMINAMI, 1994).

As operacOes de sinterizacdo trazem alteragdes bastante significantes ao produto
ceramico, a saber: (a) reducdo na drea especifica total; (b) redu¢do no volume aparente
total; e (c) aumento na resisténcia mecanica. Embora as operacdes de sinterizacdo nao
produzam mudangas de fases, é comum encontrar alteracdes significantes, tais como a

formagdo de um liquido (VAN VLACK, 1973).
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Pés excessivamente finos apresentam baixa densidade aparente e podem causar
problemas de compactacgdo e aglomeracdo e conduzem a obten¢do de compactos verdes nao
uniformes. Portanto, é desejdvel que a massa do po esteja igualmente distribuida no corpo
verde, isto é, o compacto deve apresentar uma densidade homogénea. Caso ocorram
flutuagdes locais de densidade no compacto, as regides de maior densidade sofrerdo menor
retracdo que as regides menos densas, devido as diferencas de velocidade durante a
sinterizacdo. Esse efeito, além de afetar de modo notdvel a forma final da peca ceramica,
cria tensdes que aumentam ou fazem surgir espacos vazios. Estes, por serem
concentradores de tensdes, auxiliam a propagacdo de trincas no corpo sinterizado
(GERMAN, 1996).

Outra caracteristica importante desejdvel para o compacto verde € uma alta
densidade inicial. Em geral, pés finos apresentam, depois de prensados, densidades
relativamente baixas. Um p6 pouco compactado, quando € sinterizado, diminui sua energia
superficial pela formacdo de particulas grandes separadas, ao invés de uma peca sélida. A
retracdo observada neste caso € muito grande e nao uniforme. Uma baixa porosidade inicial
e uma distribui¢do homogénea dos tamanhos dos poros sdo outras caracteristicas desejaveis
no compacto verde sob o ponto de vista da sinterizacdo. Elevada porosidade inicial no
compacto exigird temperaturas mais elevadas para que a sinterizacdo se processe
adequadamente e se atinja a densificacdo desejada do material, pois os poros inibem o
crescimento de graos e diminuem a velocidade de sinterizacdo (KIMINAMI, 1994).

Durante a sinterizac@o, as particulas se unem em um contato mais intimo, o que
reduz a porosidade. A forca motriz é a reducdo da energia superficial total, devida ao
contato e crescimento entre os graos. Os dtomos dos graos pequenos sdo transferidos para
0s maiores, € 0s poros sio substituidos por materiais s6lidos (VAN VLACK, 1973). Essa
transferéncia de massa pode ocorrer por quatro mecanismos, conforme mostra a Tabela 2.4.
Cada mecanismo pode ocorrer individualmente ou em combina¢do com outros mecanismos
para se atingir a densificacdo do corpo cerdmico. A Figura 2.1 mostra o esquema do

transporte material por fase vapor.
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Tabela 2.4 — Mecanismos de sinterizacdo (KIMINAMI, 1994).

MECANISMO DE
TIPO DE
- TRANSPORTE DE FORCA MOTRIZ
SINTERIZACAO
MATERIAL
Diferencas nas pressoes de
Fase vapor Evaporacdo — condensagdo
vapor
Escoamento viscoso, Pressao capilar, tensao
Fase liquida
difusdo superficial
_ . Escoamento viscoso, Pressdo capilar, tensdao
Liquido reativo o o
solucdo — precipitagdo superficial

PARTICULAS
ADJACENTES EM
CONTATO

FORMAGAO DE PESCOGO
POR TRANSPORTE DE
MATERIAL DA FASE DE
VAPOR

FINAL DO TRANSPORTE DE
PARTICULAS DA FASE DE VAPOR;
MUDANGA DAFORMA DO PORO;
SEM TRINCA

Figura 2.1 — Esquema do transporte de material fase vapor (KIMINAMI, 1994; VAN
VLACK, 1973).

Desde o inicio dos estudos de sinterizagdo de pds, a alumina tem servido de modelo
para investigacOes e entendimento dos processos de densificacdo, embora nio seja tdo
simples o reconhecimento da complexidade deste fendmeno. Diferentes fatores influenciam
de forma significativa a sinterizagdo, tais como: temperatura, tempo, caracteristicas do p6 a

ser sinterizado, densidade a verde, atmosfera de queima e aditivos (NOGUEIRA, 1992).
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2.9.1. Efeito do tamanho e forma da particula:

Pés com particulas muito pequenas sdo sinterizadas em tempos mais curtos do que
aqueles com particulas maiores (mais grosseiras), visto que a energia de superficie destas €
muito alta e produz uma for¢a motriz muito grande para sinteriza¢do. J4 a forma da
particula é importante porque € relacionada com as mudancas na drea de superficie, ou seja,
se hd uma diminui¢do na esfericidade e aumento na rugosidade da particula, por exemplo,
ha um beneficio na sinterizacio (NOGUEIRA, 1992).

Liu (LIU, 1997), em estudo sobre a influéncia da distribuicdo do tamanho de
particula nas densidades a verde e sinterizada em blendas de alumina e cera mostrou que
um aumento na fracdo volumétrica de sélidos até 65% em volume aumenta ambas as

densidades.

2.9.2. Efeito da densidade a verde:

Tem sido observado na pratica, que a densidade da amostra antes de ser sinterizada
(a verde) tem um efeito considerdvel na densidade final do produto, ou seja, uma alta
densidade a verde produz uma alta densidade apds sinterizacdo. A Figura 2.2 mostra o
efeito da densidade a verde na densidade final e tamanho de grao para alumina contendo

0,25% em massa de MgO (NOGUEIRA, 1992).
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Figura 2.2 - Efeito da densidade a verde na densidade final e tamanho de grdo para

alumina contendo 0,25% em massa de MgO (NOGUEIRA, 1992).
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2.9.3. Efeito dos aditivos:

Desde os primeiros estudos de sinterizar a alumina para densidade total, sabe-se que
a inclusdo de aditivos pode influenciar de forma benéfica a cinética de sinterizacdo do
material (NOGUEIRA, 1992).

Em estudo realizado por Dorre e Hiibner (1984), foi mostrado que, de 23 tipos de
aditivos utilizados para corpos ceramicos confeccionados a base de alumina, MgO e NiO
contribuem para inibir o crescimento descontinuo e exagerado do grdo, além de ajudar a
promover a densificacao.

Segundo Reed (1986), MgO aparentemente inibe o crescimento do tamanho de grao
na alumina através do aumento da difusividade de superficie e consequentemente, aumento
da mobilidade de poro e que, quando esse sistema é sinterizado em uma atmosfera
apropriada, a densidade pode exceder 99,9%.

Em estudo recente de Yang e colaboradores (2003), é mostrada a influéncia do
Yb,03 (6xido de intérbio) como aditivo em ceramicas porosas a base de nitreto de silicio,
onde houve baixa sinterabilidade para um tipo de Yb,O3, além de excelentes propriedades
mecanicas obtidas através da otimizagdo das condicdes de sinterizacdo e quantidade de
aditivos. A Figura 2.3 mostra os intervalos de temperatura de transformacdo para os 6xidos
de aluminio.

Muitos dos ions citados anteriormente estabilizam a porosidade e a drea superficial
especifica da alumina em transicdo, prevenindo a transformacao em alumina alfa, uma vez
que a transformacdo para alumina alfa repde a microporosidade e mesoporosidade da
alumina em transicdo com macroporos interconectados, o que reduz a drea superficial

especifica para menos de 5 m*/g (BAGWELL e MESSING, 1996).
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Figura 2.3 — Intervalos de temperatura de transformacdo para 6xidos de aluminio

(BAGWELL e MESSING, 1996).

A Tabela 2.5 mostra o efeito dos componentes quimicos na perda de drea superficial

especifica na alumina.

Observa-se que ha trés possibilidades de efeito sobre a area superficial especifica:

os elementos podem estabilizar, acelerar ou simplesmente ndo ter efeito algum. Os que

estabilizam e aceleram aparecem aproximadamente na mesma quantidade.
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Tabela 2.5 — Efeito dos componentes quimicos na perda de area superficial especifica na

alumina (BAGWELL e MESSING, 1996).

Efeito na perda de Efeito na perda de
Elemento area superficial Elemento area superficial
especifica especifica
Be Estabiliza Cu Acelera
Acelera Zn Acelera
F Acelera Ga Acelera
Na Acelera Sr Estabiliza
Mg Acelera Y Acelera
Si Estabiliza Zr Estabiliza
P Estabiliza Mo Acelera
Acelera In Acelera
Ca Estabiliza Ba Estabiliza
Sc Estabiliza La Estabiliza
Ti Acelera Ce Estabiliza
\Y Acelera Pr Estabiliza
Cr Estabiliza Nd Estabiliza
Mn Acelera Sm Nenhum
Fe Acelera Yb Nenhum
Co Acelera Th Estabiliza
Ni Nenhum

2.9.4. Efeito da temperatura:

Para a alumina, a temperatura de sinterizacdo se situa entre 1500°C e 1800°C,
dependendo da energia de superficie, da distribuicdo de tamanho do grao e dos aditivos
utilizados. Em trabalho citado por Nogueira (NOGUEIRA, 1992), foi mostrado que para
um tempo constante de sinterizacdo, a densidade das pecas cerdmicas aumenta

proporcionalmente ao aumento da temperatura. Qualquer pequena alteragdo na temperatura
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influencia a sinterizacdo de forma significante, pois todos os métodos de transporte de
massa acima citados variam exponencialmente com a temperatura.

Em trabalho realizado por Flinn e colaboradores (2000), foi estudada a evolugdo do
tamanho do defeito e resisténcia de aluminas porosas durante a sinterizacao. A temperatura
utilizada neste trabalho variou de 1050°C a 1350°C, Flinn e colaboradores. (2000)
concluiram que o tamanho do maior defeito causado por poros evolui de uma forma
aproximadamente linear governado por retracio macroscopica.

Hardy e Green (1995) investigaram a influéncia das propriedades mecanicas de
alumina com 20 — 40% de porosidade em um intervalo de temperatura de 800°C a 1600°C,
concluindo que o médulo de Young, a resisténcia e a tenacidade a fratura possuem
comportamento similar como funcdo do grau de sinterizagdo. Em temperaturas abaixo de
1050°C, estas propriedades mecanicas mudaram com uma densificacdo minima, sendo
considerado como devido ao crescimento do pescoco e difusdo da superficie.

Lopes, Monteiro e Santos (1999) mostraram a redug¢do na porosidade de
hidroxiapatita reforcadas com vidro a medida que houve um aumento na temperatura de

sinterizagao.

2.10. Calculo da porosidade:

A porosidade estd quase sempre presente em materiais ceramicos sinterizados.
Durante a sinterizagdo, os poros inicialmente presentes na ceramica podem mudar de
forma, tornando-se canais ou esferas isoladas, sem necessariamente mudar de tamanho.
Mais comumente, entretanto, tanto o tamanho quanto a forma dos poros sdo alterados
durante o processo de sinterizacdo. Os poros tornam-se muito menores € mais esféricos a
medida que a sinterizacao continua. Como as particulas se fundem, poros intraparticulas, ou
vazios, podem ser transformados em poros interparticulas (SHIELDS, 1991).

A porosidade é definida como a fracdo de volume de poros presentes. A quantidade
de porosidade presente em um material ceramico pode variar de zero a mais que 90% do
volume total. Em uma pe¢a compactada de pd, o volume de vazios, Vy, que é o volume nao

ocupado por sélidos, pode ser utilizado para definir a porosidade p como:
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V. 5
=——— Equacao (2.2
P VoV, quagdo (2.2)

onde Vg € o volume ocupado apenas pelo sdlido, e Vy + Vg representa o volume total da
peca. O volume de um sélido € aberto a vdrias interpretacdes devido a possivel existéncia
de diferentes tipos de poros (vazios). As particulas individuais podem conter poros
(intraparticulas) que s@o ou abertas a superficie (porosidade aberta) ou totalmente fechada
com a particula (porosidade fechada). Além disso, vazios interparticulas podem estar
presentes em uma peca s6lida, dependendo do grau de empacotamento.

Esses dois tipos de porosidade (aberta e fechada) podem ser utilizados para
descrever um sélido. Como os poros fechados, ou cegos, usualmente ndo podem ser
detectados, a porosidade geralmente € caracterizada como aberta, ou aparente, o que
descreve aqueles poros que tém contato com a superficie.

Deve ser enfatizado que a porosidade final ou total inclui tanto poros abertos quanto
fechados. A porosidade aparente nao € tao facil de medir experimentalmente (comparada
com a porosidade fechada), mas é mais importante porque ela afeta diretamente certas
propriedades como permeabilidade, impermeabilidade ao vacuo e disponibilidade de
superficie para reagdes cataliticas. Os poros fechados t€ém pouco ou nenhum efeito nessas
propriedades por causa da sua falta de acessibilidade (SHIELDS, 1991).

Antes da sinterizagdo, quase toda a porosidade de um material ceramico §é
representada por poros abertos. Durante o processo de queima, a porosidade da amostra
diminui. Alguns poros abertos sdo totalmente eliminados e alguns sdo transformados em
poros fechados. Como resultado, a fracdo de volume de poros fechados cresce inicialmente
e depois decresce por volta do final do processo de sinterizacao.

A porosidade aberta é geralmente eliminada quando a porosidade diminui de cerca
de 5% do seu valor inicial. A medida que 95% do volume tedrico da amostra é atingido, a

ceramica € impermedvel ao gds, ou seja, a porosidade aberta foi essencialmente eliminada.
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2.11. Porosidade aberta:

Ha dois métodos experimentais comumente utilizados para determinar a porosidade:

porosimetria por mercurio e sor¢ao de vapor.

2.11.1. Técnicas de caracterizacao de ceramicas porosas:

2.11.1.1. Porosimetria por mercurio:

Desde o desenvolvimento do primeiro porosimetro de mercurio em 1945, essa
técnica tem se tornado um método estabelecido para a determinacao de porosidade aberta
em materiais porosos. Segundo Reed (1986), o merctirio nao molha a maioria dos materiais
ceramicos, e a pressdo deve ser aplicada para forca-lo para dentro de um poro superficial
com vicuo. Ainda, um porta-amostras especial € parcialmente preenchido com uma
amostra seca, feito véacuo, e entdo preenchido com mercirio. A pressdo aplicada ao
mercurio causa a penetracao de poros muito maiores que um tamanho particular.

A base desse método € a equacdo de Washburn (Equacdo 2.3), que relaciona a

pressdo, P, necesséria para for¢ar o merctrio para dentro dos poros de raio r, assumindo-se

que a geometria do poro € cilindrica:

Pr =—-2ycos@ Equagao (2.3)

Nessa equacdo, a tensdo de superficie e o angulo de contato do mercdrio com as
paredes do poro sdo expressos como Y e 0, respectivamente. A equacdo de Washburn é
derivada igualando a for¢a que expulsa o mercurio de um poro com a for¢a associada com a
pressdo que intrude o merctrio para um poro (SHIELDS, 1991).

Os dados obtidos pela intrusao de mercurio para dentro de um poro podem ser

reduzidos para proporcionar as seguintes funcoes:

e Percentual de volume de poros plotado em func¢do da pressdo e / ou raio do poro;
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e Derivada dos dados cumulativos de pressdao — volume, expressada como dV / dP em
func¢ao da pressao e / ou raio do poro;

e Tamanho do poro ou funcdo de distribuicdo do volume, Dy (1), que € a mudanca de
volume (dV) de mercurio intrudido por unidade de mudanga no raio do poro (dr), e
¢ calculada pela equacdo 6;

e Area especifica de poro interparticulas e intraparticulas, que é calculada pela
equacgdo 7 e a distribui¢do de drea especifica de poro [Ds (1 )], ou a drea especifica
por unidade de raio de poro, pode ser obtida da distribuicdo de tamanho de poro,

como mostra a equacao 8.

P* 4V
D (r)=——(— Eua502.4
, (1) 2ycos9(dp) quagdo (2.4)
§=_ 1 jVPdv Equacio (2.5)
ycos@ 0 auas '
D¢(r) = M Equagdo (2.6)
r

Embora a forma das curvas de intrusdo dependa do tamanho e volume dos poros,
um aspecto caracteristico de quase todas as curvas de porosimetria ¢ que elas exibem um
levantamento de mercuirio a baixas pressdes assim que o mercdrio entra nos vazios
interparticulas muito grandes, seguido por intrusdo para dentro de poros intraparticulas
muito menores a altas pressoes.

H4 limitacdes na utilizagdo do porosimetro por mercurio. A primeira limitacao é que
a equacao de Washburn se refere ao cdlculo de tamanho de poros assumindo que os poros
sao cilindricos. Isto pode nao refletir suas geometrias verdadeiras. Outra limitagao € que, ao
se assumir um valor para o angulo de contato na equacdo 5, simplifica-se a parte
experimental, mas pode-se introduzir um erro.

Entretanto, a disponibilidade de medidores de angulo comerciais para medi¢dao do

angulo de contato do mercurio em uma superficie sélida elimina a necessidade de se fazer
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uma suposicao. Por outro lado, uma limitagao potencial é imposta pelas variagdes possiveis
no angulo de contato e a tensdo superficial sob um intervalo muito extenso de pressoes,
variando de pressdes menores que a ambiente até 414 MPa.

Uma terceira limitagdo do porosimetro por mercurio é a possivel influéncia de
pressdo alta na amostra. Felizmente, muitos materiais s6lidos possuem tais caracteristicas
de baixa compressibilidade cujo efeito é desprezivel. Entretanto, alguns sélidos muito
macios podem mostrar uma compressdo aprecidvel a altas pressdes, o que poderia ser
interpretado como uma falsa intrusao de mercurio.

Finalmente, devido aos porosimetros comerciais terem um limite superior de 414
MPa, o limite inferior dos poros para os quais o mercirio pode entrar é de
aproximadamente 1,7 nm em raio. Portanto, poros muito pequenos devem ser estudados
usando-se uma técnica diferente (SHIELDS, 1991). Esta técnica mede tamanho de

interconexdes entre poros, e nao diametro de poros especificamente.
2.11.1.2. Sorcao de gas:

Ha dois tipos de interacdes de adsorcdo entre gases e sélidos. A adsor¢do quimica
envolve interacdoes quimicas fortes entre um gés (adsorvante) e o sdlido (adsorvente). A
medicdo da adsorcdo quimica € particularmente importante para a caracterizacdo de
catalisadores. A adsor¢do fisica envolve forcas de Wan der Waals, similares as da
liquefagcdo de vapores. Uma técnica extensamente utilizada para determinar a porosidade €
baseada na adsorc¢do fisica e subseqiiente dessorcdo de um adsorvante na superficie de um
adsorvente. O método de sorcao de vapor ndo € apenas utilizado para medir distribui¢des de
tamanho de poros, mas também € a base para determinacao da drea especifica.

Quando o adsorvente (sélido) pode interagir com um vapor adsorvante, tipicamente
nitrogénio a baixas temperaturas, uma quantidade de vapor ird adsorver fisicamente na
superficie e nos poros como uma funcao da pressdo parcial do vapor.

Estudos de sor¢do levam a célculos do tamanho de poros e distribui¢des de

tamanhos de poros fazendo uso da equacdo de Kelvin:

Ln L :—M Equacio (2.7)
P, rRT
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que relaciona a pressdo de vapor de equilibrio, P, de uma superficie curvada, semelhante
aquelas de um liquido em um capilar ou poro de raio r, com a pressao de equilibrio, Py, do

mesmo liquido em uma superficie plana.

Os termos restantes, v, ‘7, 0, R e T, representam a tensdo superficial, o volume
molar, o angulo de contato do adsorvente, a constante das fases e a temperatura absoluta,
respectivamente. De acordo com a equagdo de Kelvin, um vapor ird condensar para dentro
dos poros de raio r quando a igualdade expressa na equagao é obtida.

Devido ao angulo de contato do nitrogé€nio ser praticamente zero, o vapor condensa
em pressoes relativas P / Py substancialmente menores que um. A quantidade de vapor que
ird adsorver em uma superficie sélida € uma funcdo da temperatura, pressao e do potencial
de interacdo entre a adsorvante e o adsorvente. Um griafico da quantidade de vapor
adsorvido ou dessorvido versus pressdo a temperatura constante ¢ chamado de isoterma.

Uma isoterma tipica € mostrada na Figura 2.4 (SHIELDS, 1991).
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Figura 2.4 — Adsor¢ao e dessorc¢do criogénica de nitrogénio em um pé de alumina a 77,4 K

(REED, 1986).
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Os célculos do tamanho de poros de uma isoterma de dessor¢do sdo geralmente
finalizados em uma pressdo relativa de 0,3, ou mesmo com pressdes mais altas, se a
reversdo da histerese entre as curvas de adsorcdo e de dessorcdo estd fechada, uma
indicacdo da auséncia de poros abaixo daquela pressao relativa.

Abaixo das pressoes relativas de 0,3, a validade da equagao de Kelvin é questionada
devido a incerteza no valor da tensdo superficial, ao dngulo de contato e ao volume molar
do adsorvante quando apenas um ou dois didmetros moleculares estdo presentes nos poros.

Devido a uma pressao relativa de 0,3 corresponder a poros de aproximadamente 1,5
nm de raio, esse tamanho representa o limite inferior que deveriam ser calculados da
equacdo de Kelvin. Entretanto, a caracterizacdo de micro-porosidade (poros muito menores
que 1,5 nm) por adsor¢cdo de gas é possivel por utilizacdo de qualquer uma das varias
teorias, tais como o método —t € o método - O.

As medi¢des da distribuicdo do tamanho de poros na equacdo de Kelvin sdo
limitadas a raios de poro muito menores que 100 nm. A técnica de porosimetria por
mercirio, em contraste, tem a capacidade de medir o volume de poros com raios tao
grandes quanto vdrias centenas de micrometros (SHIELDS, 1991).

Os dados obtidos por sor¢do de nitrogénio refletem o comportamento agregado de
uma rede porosa como um todo. Um modelo da rede porosa é necessdrio para extrair
informacdes estruturais desses dados.

Virios modelos simples sdo freqiientemente utilizados para analisar os dados de
sor¢do de nitrogénio e porosimetria por mercurio, como os feixes de tubos paralelos
simples, que assume que os poros comportam-se como se eles fossem independentes uns
dos outros e individualmente conectados com a superficie.

Este é o modelo tipico utilizado em softwares padroes que acompanham os
equipamentos que calculam a area superficial, o volume em poro e a distribuicdo de

tamanho de poro (LEE et al., 1996).
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2.12. Porosidade fechada:

Devido aos poros “cegos”, isto é, aqueles que ndo tocam a superficie, serem
inacessiveis a fluidos, as técnicas de porosimetria por mercurio e adsorcdo de gds nao
podem detecta-los.

Se ha suspeita da presenga de poros fechados, a amostra deve ser pulverizada para
tentar remové-los. No evento em que os poros tornaram-se fechados durante o processo de
queima, uma comparagdo da densidade verdadeira (tedrica) antes e depois da sinterizagao
daria uma indicacdo da quantidade de poros fechados. Apds sinterizacdo, uma ceramica
usualmente atinge um valor muito maior que 95% de densidade tedrica. Assim, o volume

de poros fechados é muito pequeno (SHIELDS, 1991).

2.13. Hierarquia dos impactos da porosidade nas propriedades:

A presenca de porosidade e micro-trincas afeta as propriedades mecénicas dos
materiais ceramicos. A Tabela 2.6 mostra a hierarquia das categorias de dependéncia da
porosidade por parte das propriedades.

Segundo Rice (RICE, 1998), consideracdes bésicas e simples mostram que ha trés
categorias grosseiras da dependéncia da porosidade que aumentam em sua complexidade de
dependéncia em uma mostra hierarquica.

No nivel mais baixo, hd propriedades que ndo possuem dependéncia com a
porosidade; tipicamente, essas sdo aquelas que dependem apenas da ligagdo atdmica local e
ndo sdo afetadas por ruptura de intervalo grande dessas pelos poros.

Assim, propriedades tais como volume da célula unitdria recaem nessa primeira
categoria, assim como temperaturas de fusdo e ebulicdo, energia de desgaste e
emissividade. Uma extensdo importante dessas propriedades determinadas por ligacdes
atdmicas para o comportamento macroscopico que nio depende da porosidade € a expansao

térmica.
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Tabela 2.6 - Hierarquia das categorias de dependéncia da porosidade por parte das
propriedades (RICE, 1998).
Categoria / nivel de dependéncia da

Exemplos de propriedades / utilizacoes
porosidade

_ . Parametros de rede, volume da célula unitaria,
1) Nenhuma dependéncia da porosidade ~ ) o
expansdo térmica, emissividade.

Densidade, muitos dados de constante
2) Dependéncia apenas da fracdo de
. dielétrica, capacidade térmica por unidade de
porosidade
volume.

3) Dependéncia tanto da fracdo quanto

do cardter da porosidade

Propriedades = mecanicas, condutividades
a) Fluxo ou tensdo predominante na fase
elétrica e térmica a baixas temperaturas e
sélida
porosidade (muito fina).

. Area especifica e tortuosidade, por exemplo,
b) Todo fluxo na fase porosa e filtragao .
para catalisadores.

c¢) Fluxo tanto nos poros quanto na fase | Condutividade térmica, com poros muito

solida grandes e abertos a temperaturas muito altas.

A segunda categoria hierdrquica consiste naquelas propriedades dependentes da
quantidade de porosidade, e ndo do cardter. Essa categoria inclui propriedades dependentes
apenas da massa em um dado volume, isto €, de sua distribuicdo com o volume. Isto inclui
a densidade, capacidade térmica (por volume) e muitos dados de constante dielétrica.

Tais propriedades seguem uma relagdo de misturas para as fracdes volumétricas da

fase porosa (P) e da fase sélida (1-P):

X =X (1-P) + X,(P) (2.8)

onde X € a propriedade do corpo, X € a propriedade do s6lido (isto é, quando P =0) e Xp €
a propriedade da fase porosa (freqiientemente zero, mas ndo sempre, por exemplo,

tipicamente proximo de 1 para o indice refrativo e constante dielétrica). A terceira, maior,
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mais complexa e mais importante categoria consiste naquelas propriedades dependentes
tanto da quantidade como do carater da porosidade. Trés subitens importantes desta sdo: a)
propriedades determinadas apenas por transmissdo de fluxo ou tensdo através da fase
solida, mas ndo através da porosa, b) propriedades determinadas apenas pelo fluxo através
da fase porosa (por exemplo, filtragdo), e c) propriedades dependentes da transmissao
através das fases sélida e porosa.

A classificagdo em categorias das propriedades assume que os poros estao vazios ou
contétm um fluido cujas propriedades ndo sdo significantemente diferentes daquelas no
vacuo. Corpos com fluidos, por exemplo, dgua ou solucdes, ndo apresentando esse critério
devem ser tratadas como compoésitos para propriedades onde eles interfiram
significantemente (RICE, 1998). E importante notar que algumas propriedades podem
mudar de categoria com a natureza da porosidade ou das condi¢des. Assim, muitas
propriedades, incluindo muitas ou todas as propriedades mecanicas e condutivas, de corpos
com poros tubulares alinhados paralelamente com o eixo de tensdo ou fluxo seguem uma
dependéncia do tipo 1 — P, que é aquela para as propriedades da categoria 2 (e o limite
superior de dependéncia de porosidade das propriedades).

Propriedades mecanicas e condutivas de outras estruturas de poros caem todas
abaixo da dependéncia 1 — P, isto é, tém grandes taxas de decaimentos da propriedade,
tipicamente uma mostra ndo linear em intervalos razodveis de P.

A constante dielétrica dos corpos com porosidade substancial fina, material com
constante dielétrica alta, ou ambos, diverge abaixo da relacdo da regra das misturas
(aparentemente quando as cargas da superficie dos poros tornam-se significantes)
movendo-se da categoria 2 para a categoria 3.

Similarmente, os poros tem efeito desprezivel na absorcdo Otica. Porém,
quantidades significativas de poros préximos ao tamanho 6timo para espalhamento 6tico
podem aumentar a absorcdo Otica total devido ao comprimento aumentado do caminho
otico do espalhamento.

Em baixas temperaturas e porosidade muito fina e fechada, onde as transferéncias
de calor por conveccdo e radiacdo através e entre os poros sdo insignificantes, a
condutividade térmica classifica-se na categoria 3a; entretanto, assim que a temperatura e o

tamanho, quantidade e abertura dos poros aumenta, a condutividade térmica passa para a

47



categoria 3c, e a altas temperaturas e porosidade, esta pode atingir a categoria 3b devido ao
transporte térmico por radiagdo.

Hé também uma hierarquia de dependéncias das propriedades para micro-trincas,
que sdo de interesse como um extremo de poros para a sua ocorréncia em um ndmero de
materiais, e para seu uso para modificar propriedades, por exemplo, a tenacidade e
resisténcia ao choque térmico mais extremo.

A hierarquia para micro trincas possui certa similaridade com a da porosidade, mas
com algumas diferencas. Ha as mesmas trés categorias bdsicas, com muitas semelhangas,
onde as propriedades pertencem as mesmas categorias.

Assim, as propriedades da categoria 1, isto €, as ndo dependentes das micro-trincas,
incluem muitas propriedades determinadas apenas pelas ligacdes atdmicas locais, tais como
dimensdes da célula unitdria e densidade tedrica; entretanto, uma diferenca importante entre
a dependéncia das propriedades por parte de porosidade e micro-trinca € que a expansao
térmica estd na categoria 2 (e em alguns casos, na categoria 3) para as micro-trincas,
enquanto que para a porosidade, ela estd na categoria 1 (na auséncia de micro trincas).

Para ambas as hierarquias, a densidade final é uma propriedade da categoria 2
(embora com muito menos diminui¢do com o aumento da micro-trinca versus contetido do
poro). As propriedades da categoria 3 apresentam s3o as que apresentam maiores
semelhangas e diferencas, com relacdo as demais categorias, para as dependéncias das
propriedades por parte de porosidade e micro trinca.

Assim, as propriedades mecanicas e de condu¢do mostram, ambas, dependéncias
significantes tanto na quantidade de porosidade e micro-trinca quanto ao seu cariter, com o
ultimo envolvendo os mesmos pardmetros geométricos de forma e empilhamento, isto é,
orientagdo e distribui¢do espacial tanto para os poros quanto para as micro trincas.

As diferencas mais significantes entre as duas hierarquias € que as medidas das
propriedades dos tipos presentes nas categorias 3b e 3c para as micro-trincas sdo mais
restritas devido ao pequeno volume de micro-trincas, e especialmente devido a natureza
comum discreta, isto €, ndo interconectada, produzindo, assim, percolacdo limitada ou

inexistente (RICE, 1998).

2.14. Modelos basicos de aproximacées para as propriedades mecanicas:
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2.14.1. Modelos baseados na tensao:

H4 dois modelos bdsicos de aproximacao para as propriedades mecanicas: modelo
de tensdo — deformacdo local e modelo de capacidade de carga ou de base s6lida de area de
secdo transversal. Estas podem ser avaliadas em escala global (como uma média) ou, mais
freqiientemente, em uma escala local de poros (RICE, 1996).

O modelo mais extensivamente desenvolvido para tensdo — deformacgdo local é
baseado em um conceito originariamente para compoésitos, onde cada corpo poroso a ser
analisado é reconstruido através de baldes s6lidos do mesmo material do corpo.

Esses baloes possuem um intervalo infinito de tamanhos, mas com cada baldo tendo
porosidade P semelhante ao do corpo a ser analisado. Assume-se que os baldes muito finos
podem preencher totalmente todos os intersticios entre os baldes maiores de tal forma que a
unica porosidade na amostra reconstruida deve-se a um poro centrado em cada balao.

Assume-se também que a pressdo aplicada a esta amostra reconstruida &
uniformemente distribuida em torno de cada poro nos baldes, de modo que as deformacoes
podem ser rigorosamente calculadas para a obten¢do dos moédulos de compressdo e os
modulos de cisalhamento calculados ou estimados, pelos quais os médulos de Young e as
razdes de Poisson podem, pelo menos, ser restringidos.

Para as propriedades elésticas, hd a questdo basica da extensdo dos efeitos das
concentracdes de tensdo. Assim, a menos que houvesse deformacdo plastica local em
alguns casos (por exemplo, metais, alguns polimeros e ceramicas em altas temperaturas) e
ndo em outros (por exemplo, ceramicas em geral em intervalos de temperatura de trabalho),
deveria nao haver efeitos intrinsecos de concentragdes de tensdo nas propriedades eldsticas
uma vez que essas permanecem lineares para altos niveis de resisténcias tedricas.

Contudo, as concentracdes de tensdo continuam sendo importantes para os modelos
de porosidade — propriedades elasticas devido em parte ao fato das concentragdes de tensdao
parecem ser um fator l6gico em algumas propriedades mecanicas, especialmente
resisténcias. Mas, mesmo para essas propriedades onde as concentragdes de tensdo sdo
isoladas, e com isso torna-se uma situacdo mais fécil, ha trés questdes basicas referentes a

aplicabilidade das concentracdes de tensdo:
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1) Nao hé concentracdes de tensdo para tensdes paralelas com poros cilindricos alinhados
de qualquer forma de secdo transversal. Entretanto, hd uma reducdo nas propriedades,
em propor¢ao a reducdo de drea, apesar da auséncia de tais concentragdes. Isto permite
uma base de drea para modelagem e seriamente questiona uma funcao de controle de
concentragdes de tensao;

2) A questdo de se a concentracdo de tensdo média médxima ou integrada € muito
importante. Enquanto a concentra¢gdo méxima ¢é importante, ha componentes
compressivos que reduzem muito as concentracdoes médias;

3) O fato de que os picos de concentracdes de tensdo variam significantemente com o
estado de tensdo, por exemplo, eles sdo menores partindo de flexdo uniaxial para tensdo

verdadeira, para tens@o biaxial e para compressao uniaxial.

Segundo Rice (RICE, 1996), vérias andlises foram realizadas e constatou-se que nao
ha evidéncia que os efeitos da porosidade variam com diferentes concentracdes de tensao
de diferentes estados de tensdo. De fato, em um caso de efeitos da porosidade nas
propriedades mecanicas depender possivelmente do estado da tensdo, isto &, resisténcia a
tracdo versus resisténcia a compressao, as tendéncias sdo opostas aquelas para correlagdo
com concentragdes de tensao.

Assim, apesar de baixas concentracdes de tensdo em carregamento compressao
versus tracdo, o ultimo d4 uma dependéncia igual ou maior da porosidade. Além disso,
enquanto ha alguma correlagdo entre as concentragdes de tensdo nos poros e dependéncia
da porosidade nas propriedades eldsticas, hd desvios significativos, onde o modelo da area
solida minima fornece resultados mais consistentes.

De modo geral, os modelos baseados em tensdao ndo t€ém mostrado dire¢do para
porosidades mistas ou de diferentes tamanhos, além de mostrar menos precisdo para

compositos, no qual o modelo foi desenvolvido.

2.14.2. Modelos da area solida minima:
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A transi¢ao de porosidade aberta — fechada nao € particularmente importante para as
propriedades mecanicas e condutivas, mas € critica para aplicagdes baseadas na superficie
de 4rea, fluxo e permeabilidade. Os valores de porosidade fechada (Pc) sdo de larga
importancia para todas as aplicacdes (RICE, 1998).

Uma questao bdsica, mas que raramente € abordada, € que os parametros uteis para
propriedades dependem da caracteristica da porosidade. Parametros como a quantidade ou
grau de porosidade aberta e fechada, o nimero de coordenacgdo, tamanho e forma dos poros
e area solida minima sdo, em geral, sugeridos para a realizacdo de trabalhos e, até meados
de 1996, ainda ndo havia uma avaliacdo sistemdtica de quais desses eram parametros
praticos e apropriados.

Contudo, a utilizacdo de modelos idealizados (isto €, corpos de empilhamento
regular de particulas ou poros esféricos uniformes) mostra que desses parametros, apenas
os da drea sélida minima e forma de poro abrangem todas as caracteristicas necessarias
(RICE, 1996). A Figura 2.5 mostra esquematicamente a razdo e defini¢cdo da drea sélida

minima (MSA).
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Figura 2.5 - Ilustracdo esquemadtica da razao e defini¢do da drea s6lida minima (MSA). (A)

amostra uniforme em que uma tensao uniforme ou fluxo de elétrons ou fonons incide sobre
ela; (B) amostra com poros isolados (com manchas) onde a drea s6lida minima € definida, e
claramente € o fator principal que controla a transmissdo de tensdo ou fluxo; (C) e (D)
respectivamente, a MSA para amostras idealizadas respectivamente de particulas esféricas
uniformes conectadas e uma espuma idealizada (as dreas com manchas s3o os poros)

(RICE, 1996).
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A drea de secdo transversal solida normal a direcdo de referéncia deve claramente
correlacionar-se com muitas propriedades mecéanicas, bem como com aquelas de condugdo
através da fase sdlida. Tanto a drea sélida minima quanto a sélida média devem ser
consideradas (que sdo as mesmas para a direcdo de referéncia normal a secdes transversais
de poros prismaéticos e cilindricos, por exemplo).

Entretanto, geralmente assume-se que as dreas de secdo transversal de interesse e
controle sdo a area sélida minima, ao invés da drea sélida média. Varios modelos tém sido
desenvolvidos ao longo dos anos para diversas geometrias idealizadas de poros, assumindo
que as propriedades mecanicas correlacionam-se diretamente com as dreas sélidas minimas
calculadas (devido a geometria, assumindo-se poros de tamanho, forma e empilhamento

uniformes da forma selecionada).

2.15. Modelagem dos efeitos da porosidade e micro-trinca nas propriedades fisicas:

A modelagem dos efeitos da porosidade nas propriedades fisicas € um assunto
extenso e complexo devido a grande diversidade de cardter de poro. Enquanto ha uma
variedade de aproximacdes de modelagem para as quais ndo se pode categorizar
perfeitamente, muitos modelos podem ser vistos como sendo predominantemente em uma
das trés categorias: 1) totalmente empirica; 2) mecanica; e 3) geométrica, especialmente
aqueles baseados na drea s6lida minima (MSA).

O primeiro dos trés grupos de desafios em avaliar os modelos de porosidade é o seu
nimero e diversidade. O segundo grupo trata das incertezas e variacdes na aplicabilidade
dos modelos, uma vez que muitos modelos, especialmente os mecanicos, sdo modificados
ou aplicados de uma forma para um propdsito particular tendo pouca ou nenhuma relagao
para aquela de sua derivagao.

O terceiro desafio é que a qualidade dos dados versus os modelos que devem ser
avaliados € freqiientemente ndo tdo bom quanto eles deveriam aparentar, por exemplo,
baseado no seu espalhamento, devido a erros sistemadticos e desprezados (principalmente
provenientes da heterogeneidade e anisotropia). Assim, € essencial que as avaliagdes sejam
baseadas em comparacdes compreensivas de dados com modelos individuais, cujos ajustes

sdo, por sua vez, comparados (RICE, 1998).
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Inicialmente, a avaliagdo da dependéncia da porosidade em relacdo as propriedades
elasticas foi primeiramente empirica, com trabalho substancial em materiais metélicos. O
gréifico das propriedades em fun¢do da densidade era um procedimento comum para ganhar
discernimento sobre os efeitos da porosidade e para extrapolacdo para outros regimes de
porosidade.

As utilizacdes da densidade relativa (percentual ou fracao da densidade tedrica) ou o
percentual da fracdo volumétrica da porosidade (P) sdo preferiveis uma vez que todos os
graficos sdo normalizados para uma escala de 0 a 1. Similarmente, confeccionar um gréfico
do percentual ou fracdo da propriedade relativa para seu valor em P=0 (se conhecido com
suficiente exatidao) é também util.

O uso de gréficos lineares € util porque o intervalo de baixa porosidade
freqiientemente varia, pelo menos aproximadamente, de forma linear; entretanto, muitos
dados em intervalos de P muito grandes (especialmente com niveis muito altos de P)
mostram substancial diminui¢@o ndo linear da propriedade com o aumento da porosidade.

Assim, gréificos do tipo semilogaritmo do logaritmo da propriedade absoluta ou
relativa em fun¢do de P em uma escala linear nos dd uma linha reta para niveis muito altos
de P do que os graficos lineares (freqiientemente o intervalo completo de P comumente

investigado, por exemplo, para P<0,5).

O uso desses tipos de grafico e a relagdo exponencial resultante, e_bP, onde b € a
inclinagdo do semi-log da dependéncia da propriedade sob o intervalo inicial de porosidade
para linearidade em um gréfico do tipo semi-log foi primeiro mostrado por Duckworth na
discussao do artigo de Ryskewitch sobre resisténcia a compressao em aluminas e zirconia
porosas (RICE, 1998).

Graficos do tipo log — log de propriedades versus porosidade tém sido também
comumente utilizados, de novo baseado inicialmente em uma base puramente empirica,
uma vez que eles também permitem apresentacdo facil de um intervalo largo de dados. Tais

graficos sdo também comumente lineares, (para o intervalo comum de P), levando a

. . n 7 z
relacdes para a dependéncia da porosidade da forma (1 - AP), que também é a forma
comum para varios modelos mecanicos e de outros tipos. Geralmente, A é considerado
como 1, mas mais recentemente tem sido freqiientemente tomado como 1/Pc. Ha trés

conclusdes com o uso dos graficos log — log:
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1. Extrapolacdo precisa para P=0, ou em P ou P/Pc=1 (dependendo se a
abscissa € P ou P/Pc, ou 1-P ou 1-P/P(C), uma vez que tais grificos nunca

vao para o Zero;

2. Eles seriamente obscurecem a transicdo para valores de PC (em parte por

causade 1);
3. Eles sao de uso duvidoso em interpolacdo entre varios modelos (em parte

porque graficos log — log sob substanciais intervalos de P ndo sdo lineares).

2.16. Aproximacoes estatisticas para materiais frageis

Muitas das propriedades mecanicas das ceramicas podem ser decorrentes da
dificuldade de movimento de discordancias em suas estruturas cristalinas tipicamente de
ligacOes i0nicas e covalentes, onde a auséncia de movimento de discordancias e,
consequentemente, auséncia de deformacdo plastica, causa a ruptura da maioria das
ceramicas monoliticas de maneira fragil, com baixa energia de absor¢ao (JOHNSON e
TUCKER, 1991).

Como apenas a deformacdo eléstica estd disponivel para acomodar as tensdes de
extremidades de trincas, as condi¢des de estabilidade de trincas sdo definidas pelo critério
de Griffith / Orowan, onde a tensdo de fratura € inversamente proporcional a raiz quadrada
do tamanho do defeito.

Essa relagdo de raiz quadrada inversa, combinada com os tamanhos ndo uniformes
dos defeitos que sdo inevitdveis em materiais ceramicos, resulta em duas observacgoes: (a)
observacdes multiplas de resisténcia a fratura em amostras similares geralmente incluem
muito de espalhamento ou variabilidade sobre a resisténcia média, e (b) a resisténcia média
¢ uma fun¢do do tamanho da amostra uma vez que amostras muito grandes possuem baixa
resisténcia que amostras muito pequenas (JOHNSON e TUCKER, 1991).

Descri¢des quantitativas da dependéncia da resisténcia com a variacdo e tamanho
dos defeitos sdo necessdrias para componentes estruturais de projetos ceramicos, a fim de
prever a reprodutibilidade do componente e para comparar os méritos de diferentes

materiais ceramicos para uma dada aplicacgdo.
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Uma dessas formas de descri¢do quantitativa é de natureza estatistica da fratura em
materiais frageis e recaem em uma fung¢do de distribuicdo para definir a probabilidade
cumulativa de falha como uma func¢do de todas as varidveis dependentes que influenciam a
falha (JOHNSON e TUCKER, 1991).

Uma aproximacao alternativa é caracterizar o comportamento de um nimero grande
de amostras do mesmo material e usar uma aproximagdo estatistica para projeto. Ha
diversos modelos estatisticos e probabilisticos propostos para a interpretacdo de resultados
de amostras ceramicas, porém a func¢do de distribuicdo de Weibull € a mais utilizada

(FERNANDES et al., 1989).
2.16.1. Distribuicoes de Weibull:

A distribuicao de Weibull tornou-se muito popular nas descrigdes de fratura de
materiais ceramicos por vdrias razdes: a funcdo é matematicamente simples e facil de
manusear. Mas, ndo menos importante, esta distribuicdo obteve sucesso em descrever

muitos dados de fratura de varios materiais ceramicos em investigacdes diferentes

(JOHNSON e TUCKER, 1991).

A distribuicdo de Weibull, que é uma distribuicio semi empirica de dois

parametros, € dada por:

£x)=m(x)" exp(— x’") (2.9)

onde f (x) € a freqii€ncia de distribuicao da varidvel aleatéria x e m é o fator de forma,
usualmente referido como moédulo de Weibull (BARSOUM, 1997). A Figura 2.7 mostra o
gréfico gerado pela fun¢do de distribuicdo de Weibull.
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Figura 2.7 — Graficos gerados pela distribuicdo de Weibull. (a) O efeito de m na forma da
distribuicio de Weibull. A medida que m aumenta, a distribui¢io estreita-se; (b)

Truncamento da distribuicdo de Weibull como resultado do teste de ensaio (BARSOUM,
1997).

Uma vez que se trabalhe com uma distribui¢io de resisténcia, a varidvel aleatdria x

¢ definida como o/ oy, onde o€ a tensdo de falha e oy € o parametro de normalizag3o.

2.16.2. Fatores que afetam o médulo de Weibull:

Para fatores de projeto € importante ter altos valores do médulo de Weibull. Tal
valor ndo deveria ser confundido com relacdo a resisténcia, uma vez que € possivel ter uma
amostra pouco resistente com um alto valor de m e vice versa. Por exemplo, um sélido com
defeitos grandes e de tamanhos idénticos, seria pouco resistente, mas, em principio, exibiria
m grande. Para obter valores grandes de m, deve-se observar alguns parametros criticos, tais
como a uniformidade da microestrutura, incluindo falhas, tamanho de grdo e inclusdes
(BARSOUM, 1997).

Uma das ramifica¢des importantes da falha fragil é o fato que a resisténcia torna-se
uma funcdo do volume, ou seja, corpos de prova muito grandes terdo uma maior
probabilidade de conter um defeito muito maior, 0 que, em termos, causard menores

resisténcias. Claramente isto é uma importante consideracdo quando os dados obtidos nos

56



corpos de prova, que em geral sdo pequenos, sdo comumentemente utilizados para o projeto

de componentes muito grandes (BARSOUM, 1997).

2.17. Engenharia tecidual:

A medida que hi uma melhoria na tecnologia aplicada 2 sadde humana, a
expectativa de vida vem aumentando, mas nem todas as partes do corpo podem manter suas
fungdes com o processo de envelhecimento. E preciso que os 0ssos e a cartilagem apéiem o
envelhecimento do corpo, embora as células que os produzem se tornem menos ativas com
o tempo. Outros 6rgdos, tais como os rins, o coracao e o figado devem ser operados para ter
um tempo de vida maior (SCHEFFLER e COLOMBO, 2005).

A doenca mais comum € a osteoporose, o que causa uma perda de densidade do
osso e afeta a todos com o envelhecimento. O osso é um compdsito natural de coldgeno
(polimero) e mineral dsseo (ceramica). O coldgeno é formado por cadeias de proteinas de
hélice tripla, que possui alta resisténcia a tracdo e a flexdo. O mineral dsseo € constituido de
uma ceramica a base de fosfato de cdlcio (hidroxiapatita), que contribui com a rigidez e
resisténcia a compressao do 0sso.

Osso cortical € uma estrutura densa com alta resisténcia mecanica e também ¢é
conhecido como osso compacto. Osso trabecular é uma rede de estruturas (trabéculo)
envolvendo vazios grandes com porosidade interconectada entre 55 ¢ 70%, que € uma
estrutura de suporte. As estruturas do osso trabecular sdo mais afetadas pela osteoporose.

Esse tipo de estrutura estd presente nos finais de ossos longos, tais como o fémur ou
no osso cortical em 0ssos pequenos. A perda da densidade do osso é causada pela reducdo
numérica de células osteogénicas (osteoblastos) com a idade. O tnico tratamento para casos
severos de juntas com osteoporose € a total substituicio da junta (SCHEFFLER e
COLOMBO, 2005).

Procedimentos cirurgicos para o reparo de perda de tecido devido a algum trauma
ou extragdo de tecido doente envolvem implantes de enxerto (transplantes), que podem ser
doados de um sitio do mesmo paciente (autoenxerto), de outro ser humano (homoenxerto)

ou de outras espécies (xenoenxertos).
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Tanto nos homoenxertos quanto nos xenoenxertos, hd a possibilidade de
transmissdo de doengas, o que faz com que haja uma grande demanda para substitutos
sintéticos especialmente projetados e fabricados para agir como um scaffold (arcabouco
tridimensional poroso) na regeneracdo de tecidos para seu estado natural e suas fungdes,
que € fundamental para a engenharia tecidual (SCHEFFLER e COLOMBO, 2005).

Os scaffolds normalmente possuem propriedades osteocondutivas, e raramente
propriedades osteoindutivas ou osteogénicas, além de possuirem a grande vantagem de
servir de suporte mecanico (BLOM, 2007).

Quando utilizados para regeneracdo do tecido Osseo, os scaffolds podem ser
classificados em dois tipos: arcaboucos que induzem a migracdo e o crescimento celular,
provenientes de tecidos vizinhos, para a formagdo de tecido dsseo; arcabougos carreadores
de células osteogénicas autdgenas, que foram colonizadas em biorreatores e
subsequentemente reimplantadas no paciente (BURG; PORTER; KELLAM, 2000).

Eles podem ser de origem natural, como as ceramicas, a exemplo do coral;
sintéticos bioabsorviveis, como o PGLA (Poli 4cido glicélico - 4cido ltico), caprolactama
(CPL) e ceramicas porosas; ou hibridos (AHSAN; NEREM, 2005; HUTMACHER et al.,
2007).

A engenharia tecidual (também chamada de engenharia de tecidos) tem sido
desenvolvida para substituir, reparar ou reconstruir tecidos ou O6rgdaos perdidos ou
danificados por acidentes ou doencas graves (LANGER, 2000).

Esse processo € relativamente complexo, e por conta disso, a engenharia tecidual é
um campo multidisciplinar que envolve a aplicagdo de principios e métodos da engenharia
e das ciéncias da sadde para assistir e acelerar a regeneracdo e o reparo de tecidos
defeituosos ou danificados, através de melhorias nas terapias ja existentes, (TABATA,
2009; HENCH et al., 2006).

Deste modo, essa ciéncia visa criar e aprimorar novas terapias e/ou desenvolver
novos biomateriais que restaurem, melhorem ou impecam o agravamento da funcado
tecidual comprometida, o que resulta em redugdo significativa de custos (KAIGLER;
MOONEY, 2001; SACHLOS; CZERNUSZKA, 2003; MARINS et al., 2004).

Virios materiais vém sendo desenvolvidos para utilizacdo em implantes cirdrgicos e

dispositivos médico-odontolégicos. Hench (HENCH, 1998) indicou que, devido as
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limitagdes da utilizacdo de enxerto dsseo autdégeno, materiais sintéticos para essa aplicacao
vém sendo pesquisados com uma alternativa de tratamento e lesdes em tecido dsseo. Para
1ss0, sdo criados suportes de crescimento tecidual (scaffolds) que sdo biorreabsorviveis.

Os eventos que sdo esperados que os implantes promovessem nos tecidos vivos sdo:
(a) habilidade de se auto-reparar; (b) capacidade de manuten¢ao do suprimento sanguineo;
e (c) a alterac@o da sua estrutura em resposta a fatores ambientais.

Espera-se, ainda, que os novos biomateriais possam, através da interagdo entre
biologia e engenharia, promover um reparo tecidual por um tempo mais longo do que a
limitada expectativa de vida para os implantes humanos (HENCH et al., 2000).

Dentre os biomateriais que foram desenvolvidos, e vem sendo aperfeicoados estdo
alguns polimeros (poli(e-Caprolactona), poli(metacrilato de metila), etc.), ceramicas
(hidroxiapatita), vidros bioativos (Bioglass®), compdsitos (Poli(e-Caprolactona) (PCL) e -
Fostato Tricalcico (B -TCP) (SOLOMAO, 2011), hidroxiapatita-titinia (GOMIDE, 2005)),
etc.

Segundo Coelho e colaboradores (COELHO et al., 2002) e Valerio e colaboradores

(VALERIO et al., 2004), as caracteristicas que os biomateriais devem possuir sao:

a) Biocompatibilidade: o material deve ser atéxico, ndo promover reacdo de
inflamacdo aguda ou cronica, ter uma baixa reatividade tecidual, ou seja, nao
promover rejeicao do hospedeiro;

b) Bioabsor¢do: o material deve possuir degrababilidade que ird acompanhar a
formacdo de um novo tecido;

c) Porosidade: o material deve possuir uma densidade de poros em torno de 75% com
tamanhos médios de 200 a 400 um de diametro, onde os poros devem ser
interconectados, possuir grande area superficial, para favorecer a adesdo protéica,
além de aumentar a formacgao de coldgeno;

d) Quimiotaxia: o material deve atrair células mesenquimais e fornece meios de adesdao
celular, facilitando a proliferacdo e a diferenciacao celulares;

e) Angiogénese: o material deve promover vascularizagdo, sendo hidrofilico, para

absorver fluido sanguineo e refor¢ar a coagulacdo inicial apds a implantacao;
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f) Baixo custo: o material ndo pode exceder o valor do autoenxerto, possuindo

materiais constituintes em abundancia e uma esterilizacdo eficiente.

Para que sejam desenvolvidos scaffolds, algumas caracteristicas devem ser levadas

em conta, a saber:

a) Devem suportar a deposi¢do e crescimento celular;

b) Devem possuir uma taxa de degradacdo controlada a fim de suportar as duas fases
de desenvolvimento tecidual (in vitro e in vivo), sem perder as propriedades
mecanicas necessdrias para substituir o tecido perdido;

c¢) Devem ter uma taxa de degradacdo de tal forma que haja espacgo suficiente para o

tecido se desenvolver, a medida que o material € reabsorvido (RATNER et al.,

1996).

Os biomateriais interagem com o ambiente do tecido em que sdo implantados,
podendo ter interacdes onde hd os seguintes efeitos: a) do implante sobre o hospedeiro; e b)
do hospedeiro sobre o implante (ANDERSON et al., 1996).

Os efeitos do implante no hospedeiro podem ser: a) local (interagdo entre sangue —
material, toxicicade, infec¢do, etc.); e b) sistémica e remota (hipersensibilidade, elevacao
dos elementos do implante no sangue, etc.), enquanto que os efeitos do hospedeiro no
implante podem ser: a) efeitos fisico-mecanicos (desgaste abrasivo, fadiga, corrosao,
degeneracdo, etc.); e b) efeitos bioldgicos (calcificagdo, degradacdo enzimdtica, etc.)
(ANDERSON et al., 1996).

Essas etapas s@o as fases desejaveis para integracdao do implante ao organismo vivo.
Contudo, a presenca do biomaterial pode acarretar em processos indesejaveis para interagao
com o tecido, estimulando uma resposta inflamatéria, levando a uma agressdao no local de
implantacdo. Nesse processo inflamatério, a resposta do hospedeiro ao biomaterial
promove a liberacio de mediadores quimicos que desencadeardo processos tais como a
vasodilatacdo, com aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de liquido

intravascular. Este exsudado, com varios mediadores quimicos, pode ativar células vizinhas
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e outros vasos sanguineos, determinando a liberag¢do de outros fatores pré-inflamatérios e o
recrutamento celular (ANDERSON et al., 1996).

A inflamac¢do aguda pode evoluir para um processo cronico, com a permanéncia do
estimulo, promovendo o recrutamento e a diferenciacdo de fibroblastos, assim como sua
ativacdo, o que da inicio ao processo de reparo ou remodelagem do tecido (BAYLEY,
1988). Também € possivel que esses fibroblastos formem um depdsito de tecido conjuntivo
denso e colagenoso em torno do material, encapsulando e isolando o implante do tecido
circunvizinho. Com isso, ndo hé possibilidade de integragcao do tecido ao biomaterial, o que
€ considerado como uma resposta negativa a sua presenca no organismo e a sua funcdo de
proliferacdo celular (ANDERSON et al., 1996).

Outra estratégia ¢ a combinacao de células, que sdo elementos fundamentais durante
o reparo e regeneracdo com o biomaterial. Com a utilizagao de uma linhagem de células
apropriadas, seria possivel prever as respostas celulares com técnicas de proliferacdo e

diferenciacdo dessas (HENCH; POLAK, 2002).

Atualmente, a engenharia tecidual vem permitindo a utiliza¢ao de células do préprio
paciente, de doadores e células-tronco fetais ou de adultos, cultivados em scaffolds de
materiais compativeis com o organismo. Essa metodologia aparece como uma boa
alternativa para aplicagdes médicas pelo beneficio ao paciente, uma vez que, a partir de um
pequeno ndmero de células, via expansiao em culturas in vitro, podem minimizar a rejei¢ao

dos implantes (KELLOMAKI et al., 2004; MAY et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

- Hidroxiapatita:

A hidroxiapatita utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pela empresa Inside
Materiais Avancados Ltda., localizada em Belo Horizonte, MG. Foram realizados ensaios
de fluorescéncia de raios X e difracdo de raios X das amostras, com o intuito de identificar
as fases presentes e a composi¢ao quimica. A fluorescéncia de raios X foi realizada em um
espectrometro de fluorescéncia de raios X Rigaku RIX 3100, pertencente ao Departamento
de Engenharia de Materiais (DEMA) da Faculdade de Engenharia Mecanica (FEM) da

Unicamp.

A Tabela 3.1 indica a composicdo quimica da hidroxiapatita, determinada por

fluorescéncia de raios X (FRX).

A andlise de difracdo de raios X (DRX), na Figura 3.1, identificou os picos

principais da hidroxiapatita verde.
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Tabela 3.1 — Resultados de fluorescéncia de raios X da hidroxiapatita, como recebida.

Componente Quantidade em massa (%)
(0] 45,428
Ca 37,168
P 17,018
Mg 0,131
Sr 0,083
Si 0,051
Al 0,045
Fe 0,022
S 0,019
Na 0,017
K 0,013
Ni 0,005

Hidroxiapatita (HA) como recebida

300
A
A - Ca (PO,) (CH)
- (Hidroxiapatita verde)
@
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o
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v
s
=
@ 100 A
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20 30 40 a0 B0 70 20

Anagulo 28 (%)

Figura 3.1 — Difratograma de raios X da hidroxiapatita como recebida.
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- Titania (TiO,):

A titania comercial utilizada neste trabalho foi fabricada pela Kronos Industria de

Abrasivos Ltda. Assim como aconteceu com a hidroxiapatita, foram realizados ensaios de

fluorescéncia de raios X e difra¢do de raios X nas amostras, com o intuito de identificar as

fases presentes e a composicao quimica.

Os resultados da andlise por fluorescéncia de raios X (FRX) estdo indicados na

Tabela 3.2 a seguir.

Tabela 3.2 — Resultados de fluorescéncia de raios X para a titania, como recebida.

Componente Quantidade em massa (%)
TiO; 95,084
ALO3 3,586
Si0; 1,106
Na,O 0,115
SO; 0,033
CaO 0,028
P05 0,023
Fe;03 0,009
NiO 0,009
As;03 0,007

O resultado da andlise de difracdo de raios X (DRX), na Figura 3.2, indicou a

presenca da fase rutilo.
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TiO2 como recebido

1000 —
900 C-Tio, {rutilo]
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Intensidade (contagens)

200 giE |
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20 3a 40 ad g0 70 go

Angulo 28 (graus)
Figura 3.2 — Difratograma de raios X para a titdnia como recebida.
- Esponja polimérica:
A esponja polimérica utilizada foi uma esponja de poliuretano, adquirida no
comércio de Campinas, € a sua estrutura de poros pode ser vista na Figura 3.3. Por ser um

material amorfo, ndo foi realizado DRX e nem se realizou TGA porque o poliuretano, em

temperaturas acima de 400°C, volatiliza.
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() (OB LR SR i (b)

Figura 3.3 — Distribui¢do e forma dos poros para a esponja comercial de poliuretano. A
parte (a) mostra uma visdo geral da esponja, enquanto que a parte (b) mostra a geometria

dos poros.

- Produtos quimicos:

Foram utilizados bicarbonato de s6dio NaHCO; da Merck, alcool comercial da
Cooperalcool INPM 92.8° e dgua destilada, todos gentilmente cedidos pelo laboratério de

biomecanica (Labiomec) da Faculdade de Engenharia Mecanica (FEM) da Unicamp.

3.2. Métodos:

Este trabalho foi dividido em quatro etapas (preparacdo das composicdes utilizadas
nas amostras, caracterizacao estrutural, ensaios fisicos e mecanicos, ensaios in vitro), onde
os corpos de prova foram confeccionados em tamanhos diferentes, de acordo com a

necessidade em cada etapa.

- Preparacao das composicoes utilizadas nas amostras:

As composi¢des de 50% HA — 50% TiO,, 60% HA — 40% TiO, e 70% HA — 30%
TiO,, bem como as temperaturas de trabalho, foram escolhidas de acordo com trabalho

realizado pelo grupo de trabalho do LABIOMEC, na dissertagdo da aluna Viviane Silva
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Gomide (2005), que realizou ensaios de caracterizagdo estrutural e mecanica com trés

compdsitos densos diferentes (HA — Al,O3, HA — TiO; e HA — ZrO,).

- Método de preparacao dos corpos de prova para os ensaios de caracterizacao

estrutural, fisica e mecanica:

Inicialmente, a hidroxiapatita e a titania, juntamente com o bicarbonato de sédio,
foram misturadas e peneiradas em peneira ABNT com 710 pum de abertura. O bicarbonato
de sddio foi misturado ao compdsito por ser um agente ligante e floculante. Trés diferentes
composi¢des do compdsito foram preparadas, a saber: 50% HA — 50% TiO, (Amostra A),
60% HA — 40% TiO, (Amostra B) e 70% HA — 30% TiO, (Amostra C).

Os corpos de prova foram confeccionados através do método de esponja polimérica
descrita por Saggio-Woyansky e Scott (SAGGIO-WOYANSKY; SCOTT, 1992) com
dimensdes de 10 mm de diametro por 10 mm de altura para caracterizagdo por microscopia
eletrOnica de varredura e difracdo de raios — x € com 5 mm de didmetro por 12,5 mm de
altura para os ensaios de compressao.

Em todos os casos, foram confeccionados cinco corpos de prova para avaliagao.
Estes foram aquecidos a 550°C, em rampa de aquecimento de 0,5°C/min para a retirada dos
elementos organicos e em seguida sinterizados a 1250°C, 1300°C e 1350°C, em rampa de
aquecimento de 10°C/min, permanecendo em tais temperaturas durante duas horas
continuas.

Para a volatilizagao da esponja polimérica foi utilizado um forno EDG FA-IV e para
a sinterizacdo dos corpos de prova utilizou-se um forno Lindberg Blue M Thermo
Scientific, ambos pertencentes ao Labiomec. O resfriamento até a temperatura ambiente

aconteceu dentro do forno.

- Meétodo de preparacao dos corpos de prova para os ensaios in vitro:

Foram preparados cinco corpos de prova de forma similar aos dos ensaios de
caracterizacdo fisica e mecénica, anteriormente citado, porém com dimensdes de 10 mm de

didmetro por 15 mm de altura. Seguiu-se a mesma linha de rotina de retirada da esponja
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polimérica e sinterizacdo dos corpos de prova, apenas para a por¢do que apresentou os

melhores resultados fisicos € mecanicos.

- Ensaios fisicos e mecanicos para os corpos de prova ceramicos:

Os corpos de prova foram submetidos a ensaios tecnoldgicos, de acordo com
metodologia descrita por Souza Santos (SOUZA SANTOS, 1989). As caracteristicas
ceramicas observadas foram: porosidade aparente (PA), absor¢do de dgua (AA), retracdo
linear de queima (RQ) e densidade aparente (DA). Os resultados foram obtidos através da
média aritmética de cinco corpos de prova e foram calculadas através das equacdes (3.1),

(3.2), (3.3) e (3.4), respectivamente.

P, —P,
PA(%) =| —4—-5 1100 Equacio (3.1)
By =P
P, — P,
AA(%)=[ UP S}IOO Equagéo (3.2)
s

RO(%) = (Ll - L, }100 Equacio (3.3)

1

P,
DA(g/cm’)=——3— Equacio (3.4
(g/em”)=——— Equagdo (3.4)

U i

Onde Pu € o peso umido; Ps é o peso seco; Pi é o peso imerso; L1 € a altura do
corpo de prova antes de ser sinterizado e L2 € a altura do mesmo apds sinterizagdo. PA
significa porosidade aparente, AA absor¢do de &4gua, RQ ¢é a retracdo linear apds
sinterizacdo e DA ¢ a densidade aparente. Para realizacdo das medidas de peso, foi utilizada
uma balanga analitica Gehaka BK400 acoplada com um kit de medi¢dao de densidade, do
mesmo fabricante da balanca.

Para a resisténcia a compressao, utilizou-se a norma ASTM C1424 — 99 (Standard

test method for monotonic compressive strength of advanced ceramics at ambient
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temperatures). Para o ensaio, foi utilizada uma maquina universal de ensaios Emic DL2000,
do Laboratério de Metalurgia Fisica e Solidificagdo do DEMA/Unicamp. O resultado foi
obtido através da média aritmética de cinco corpos de prova. Os valores de limite de

resisténcia a compressao (LRC) serdo obtidos através da equacao 3.5.
P ~
LRC(MPa) = % Equacao (3.5)

onde P4 € carga mdxima (em N) e A € a drea de secdo transversal inicial (em mmz) do
corpo de prova.

Para o ensaio de micro-dureza, utilizou-se a norma C1327 — 99 (“Standard Test
Method for Vickers Indentation of Advanced Ceramics™). Para o ensaio de micro-dureza
utilizou-se um microdurdmetro Shimadzu HMV Micro Hardness Tester, do Labiomec da
FEM/Unicamp. Foram realizadas 10 penetragdes por amostra e o resultado obtido foi a

média aritmética com desvio padrao das penetracdes realizadas.

A caracterizagdo estrutural foi realizada através de difracdo de raios — x (DRX) e
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para andlise de microscopia eletronica utilizou-se um microscopio eletronico de
varredura modelo JXA — 840A da Jeol do Dema/FEM/Unicamp, onde também foi
analisada a composi¢cao das fases através de Espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia (EDS).

Para andlise de difracdo de raios — x utilizou-se um difratdmetro convencional de
dois eixos O e 20 para amostra policristalinas da marca Rigaku modelo DMAX 2200,
pertencente ao laboratério de Tecnologia do Silicio da Faculdade de Engenharia Mecanica
da Unicamp, operado numa poténcia de 40kV / 20mA com radiacdo incidente de Cu (Ayq) €
feixe difratado monocromatizado por um monocromador curvo de grafite. As amostras
foram medidas num intervalo de 26: 20-80° no modo de varredura continua com velocidade
de 1°/min com passos de 0,02° a temperatura ambiente (23°C).

Para andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-

IR) foi utilizado um espectrometro de infravermelho da marca Thermo Scientific Nicolet
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IR100 FT-IR, gentilmente cedido pela Prof®. Dra. Carmen Gilda Barroso Tavares Dias, da

Universidade Federal do Para.

- Ensaios in vitro para os corpos de prova ceramicos:

Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratério de Bioquimica Clinica, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade de Sdo Paulo (USP). Os
materiais utilizados para os ensaios citotoxicoldgicos e para crescimento de células nos
corpos de prova foram:

a) Soro fetal bovino (SFB), penicilina, estreptomicina e meio Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM), que foram adquiridos da Invitrogen - Carlsbad,
California, EUA);

b) Brometo de  (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio =~ (MTT) e
dimetilsulf6xido (DMSO) que foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA);

¢) O formaldeido foi adquirido da Merck (Darmstadt, Germany).

Para os ensaios de adesdo e proliferacdo nos suportes foram utilizadas fibroblastos e
osteoblastos murinos imortalizados da linhagem NHI-3T3 e OFCOL II, respectivamente.
As células foram gentilmente cedidas pela Prof* Dra. Silvya Stucchi e Prof* Dra. Primavera
Garcia Borelli da FCF/USP. As células foram cultivadas com meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB, 10.000 U/mL penicilina e 10.000 pg/mL estreptomicina.
As células foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C. O meio foi trocado a cada
dois dias.

As células foram colocadas na superficie dos suportes na densidade de 2,5x10*
células e mantidas em estufa de CO, por cinco dias. Apds este periodo os suportes foram
lavados com solu¢do tampao fosfato (PBS) pH 7,4 e as células fixadas com formalina 10%
por 15 minutos. Para a MEV, o material foi desidratado em solu¢des crescentes de etanol
(25, 50, 70, 90, 95, 100, 100%), 10 min em cada concentragdo. Os suportes foram

analisados por microscopia eletronica de varredura (MEV).
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A viabilidade e proliferacdo celular foram determinadas pelo ensaio do MTT
(capacidade das células vidveis reduzirem o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio com a formagdo de cristais de formazan de cor purpura), executado em
diferentes periodos de interacao das células com os suportes. As células foram colocadas na
superficie dos suportes na densidade de 2,5x10" células e mantidas em estufa de CO, por 5
dias. A cada 24 horas, as membranas foram lavadas com PBS pH 7,4 e adicionado MTT
(solucdo de 5 mg/mL) juntamente com meio DMEM (sem soro) na proporcao de 1:5. As
células foram incubadas por 3 h a 37°C. Apéds este periodo, o meio foi aspirado e
adicionado 0,3 mL de dimetilsulf6xido (DMSO). Apds a dissolucdo dos cristais, a

absorbancia foi lida no espectrofotometro a 490 nm (Biotek Microplate Reader).

As etapas realizadas neste trabalho estdo indicadas nas Figuras 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ¢

3.8.
HA TiO2 NaHCO3
| |
Mistura e 50%HA-50%Ti02;
; 60%HA-40%TiO2;
peneiramento 70%HA-30%Ti02
|
5 mm de didmetro por Método de SaggiO- 10 mm didmetro por
12,5 mm de altura Woyansky 10 mm de altura
|
Calcinacao - 5509C Rampace
k g 0,52C/min
|
Sinterizacdo (12509C, Rampa de
13002C, 13509(:) 102C/min

Figura 3.4 — Fluxograma detalhado da etapa de confec¢do dos corpos de prova.
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Caracterizagao estrutural

MEV DRX FTIR

Figura 3.5 — Fluxograma detalhado da etapa de caracterizacdo estrutural dos corpos de

prova.
Ensaios fisicos
|
| | | |
Retracao linear | | Absorcao de Densidade Porosidade
de queima (RQ) agua (AA) aparente (DA) | | aparente (PA)

Figura 3.6 — Fluxograma detalhado da etapa de ensaios fisicos.
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Ensaios mecanicos

Ensaios de .
, Ensaios de
dureza Vickers o
compressao
(HV)

Figura 3.7 — Fluxograma detalhado da etapa de ensaios mecanicos.

Fibroblastos Cp's (50%HA-50%Ti02
(linhagem NHI-3T3) -13509C)

Osteoblastos
(linhagem OFCOL II)

Contato entre células

e suportes (corpos de
prova)

Manutengdo em
estufa de CO2 por 5
dias

Figura 3.8 — Fluxograma detalhado da etapa de ensaios in vitro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir, serdo mostrados os resultados obtidos para os ensaios realizados neste

trabalho.
4.1. Ensaios de caracterizacio estrutural, fisicos e mecanicos:

Os ensaios realizados foram obtidos da média aritmética de cinco corpos de prova

pOrosos.
- Resultados dos ensaios de caracterizacao estrutural:
Foram realizadas as seguintes caracterizacdes nessa etapa: micrografia eletronica de
varredura (MEV), difracao de raios X (DRX) e Espectroscopia de raios X por dispersdao de
energia (EDS).

1. Amostra A (50% HA -50% Ti0O,):

A morfologia e distribui¢cdo dos poros do compdsito A apds sinterizagdo a 1250°C

podem ser vistas na Figura 4.1.
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Figura 4.1 — Micrografias da amostra A sinterizada a 1250°C. (a) visdo geral; (b) visdo dos

poros.

Pode ser observado que o corpo de prova reproduziu bem a estrutura fisica da
esponja polimérica que volatilizou a 550°C (Figura 4.1(a)). Ainda € possivel ver que o
compdsito ndo se apresenta bem sinterizado, uma vez que pode ser vista a presenca de

particulas individualizadas de HA-TiO, nas Figuras 4.1.(b) e 4.2.

Para se avaliar a composi¢do quimica presente no compdsito a 1250°C, realizou-se
um ensaio de Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) na amostra, onde
os pontos analisados podem ser vistos na Figura 4.2 e os resultados podem ser observados
na Tabela 4.4. Os pontos foram escolhidos de forma aleatdria, em posi¢des distintas no

corpo de prova.
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Figura 4.2 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra A

sinterizada a 1250°C.

Tabela 4.4 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra A sinterizada a 1250°C.

Ponto 0O-K Si-K P-K Ca-K Ti-K
1 24,29 -- 24,89 34,69 16,12
2 -- 0,99 24.47 57,96 16,58
3 11,64 -- 3,77 12,91 71,69

Com esse resultado, observa-se que ndo hd presenga de residuos da esponja
polimérica de poliuretano e que apenas os elementos quimicos principais da hidroxiapatita
e da titdnia estdo presentes nos corpos de prova. Se porventura existissem residuos da
esponja polimérica, esses seriam um aspecto negativo, uma vez que, por ser derivado do
petrdleo, poderia acarretar em problemas posteriores de ndo adesdo das células ou mesmo
de morte das células.

Como foi utilizado bicarbonato de cdlcio como agente ligante e floculante, mesmo
em pequena quantidade, se fez necessario realizar um ensaio de difracdo de raios X, para
comprovar se o bicarbonato de célcio ainda se encontrava presente no compdsito em
questdo. O resultado de difracdo de raios X para a amostra sinterizada a 1250°C estd
indicado na Figura 4.3.

Assim, foi possivel comprovar que houve transformacdo de fases, onde a

hidroxiapatita passou para fosfato de cdlcio, além da combinacdo do cédlcio com o titanio e
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oxigénio, formando titanato de cdlcio. A fase TiO, permaneceu presente no compdasito.

Quanto a esponja, ndo houve residuo presente.

50% HA - 50% TiO_-1250°C I

G000 -
5000 - A= CalPo,),
W
5 B-CaTiO,
g 4000+
S ¢ =710
Aol 2
© 2000 -
=)
5
%]
S 2000 4
E
1000 4
| d@|P
I:I L I T I T I 1
B0 70 50

Angulo 28 (%)

Figura 4.3 — Difratograma de raios X para a amostra A sinterizada a 1250°C.

Foram realizados ensaios de caracterizacdo para os compdsitos sinterizados a
1300°C semelhantemente aos que foram realizados para os sinterizados a 1250°C.

Os resultados de microscopia eletronica de varredura estdo indicados na Figura 4.4.
Assim como ocorreu com o compdsito a 1250°C, houve também uma manutencdo da
estrutura fisica da esponja polimérica retirada a 550°C (Figura 4.4(a)), porém se percebe
que houve maior contato e crescimento entre as particulas a 1300°C do que a 1250°C
(Figuras 4.4(b) e 4.5), uma vez que os atomos das particulas pequenas sdo transferidos para
as maiores de HA-TiO, na amostra.

Quanto ao tamanho dos poros, € possivel perceber que houve uma reducdo no
tamanho, o que € facilmente explicado por conta da densificagdo do corpo de prova, uma
vez que a energia térmica fornecida foi maior, permitindo maior difusdo de dtomos das

particulas pequenas para as particulas maiores, reduzindo, assim, a porosidade.
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(a) (b)
Figura 4.4 — Micrografias da amostra A sinterizada a 1300°C. (a) visdo geral; (b) visdo dos

poros.

Os pontos onde foi realizada a andlise de Espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia (EDS) na amostra estdo indicados na Figura 4.5, e os resultados desse ensaio

podem ser observados na Tabela 4.5. Os pontos foram escolhidos aleatoriamente.

Figura 4.5 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra A

sinterizada a 1300°C.

78



Tabela 4.5 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra A sinterizada a 1300°C.

Ponto O0-K Na-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 23,33 1,98 0,17 25,10 46,91 2,51
2 11,23 -- -- 2,55 37,34 48,88

Com os resultados mostrados na Tabela 4.5, observa-se a presenga de sédio e
aluminio, embora em pequenas quantidades, o que nao foi evidenciada quando o compdsito
foi sinterizado a 1250°C. A presenca do aluminio é devido ao aumento da quantidade
percentual do diéxido de titanio, que apresenta um percentual em torno de 3% de 6xido de
aluminio, conforme indicado na Tabela 3.2. H4 também presenca de 6xido de s6dio, porém

a quantidade é muito baixa (Tabela 3.2).

O resultado de difra¢do de raios X para a amostra sinterizada a 1300°C esté indicado
na Figura 4.6. Assim como ocorreu com o compdsito sinterizado a 1250°C, apenas os
componentes principais estdo presentes no corpo de prova. Observa-se também uma
alteracd@o na intensidade dos picos principais do fosfato de célcio, do titanato de cdlcio e da

titania.

Foram realizados ensaios de caracterizagdo estrutural para os compdsitos
sinterizados a 1350°C semelhantemente aos que foram realizados anteriormente a 1250°C e

1300°C.

Os resultados de microscopia eletronica de varredura estido indicados na Figura 4.7.
Observa-se aqui também uma manuten¢do da estrutura fisica da esponja polimérica retirada
a 550°C (Figura 4.7(a)), porém se percebe que houve maior difusdo de 4tomos de particulas
pequenas para particulas maiores a 1350°C que a 1250°C e 1300°C (Figuras 4.7(b) e 4.8),
uma vez que nao aparecem particulas pequenas de HA-TiO, na amostra. Quanto ao
tamanho dos poros, é possivel perceber que houve uma redugdo mais acentuada no tamanho

destes que a 1300°C, resultado de uma maior densificagdo do corpo de prova, uma vez que
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a energia térmica fornecida foi bem maior, garantindo maior transferéncia de dtomos de

particulas pequenas para particulas maiores, reduzindo, assim, a porosidade.

S0% HA - 50% TIO_ - 1300°C

5000 -

z
5000 - A-Ca,(PO,),

4000 B—Cf:‘i—l'iO3

C-Tio,

3000 4

2000 4

Intensidade (contagens)

1000 -

Angulo 28 (?)

Figura 4.6 — Difratograma de raios X para a amostra A sinterizada a 1300°C.

() (b)

Figura 4.7 — Micrografias da amostra A sinterizada a 1350°C. (a) visdo geral; (b) visdo dos

poros.
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As andlises por Espectroscopia de raios X por dispersao de energia foram realizadas

em trés pontos que estdo indicados na Figura 4.8, e os resultados desse ensaio podem ser

observados na Tabela 4.6.

Figura 4.8 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra A

sinterizada a 1350°C.

Tabela 4.6 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra A sinterizada a 1350°C.

Ponto 0O-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 14,24 -- 29,32 53,47 2,98
2 -- -- 0,00 2,76 97,24
3 -- 15,55 0,00 4,18 80,27

Com os resultados mostrados na Tabela 4.6, observa-se a presenga de aluminio no

ponto 3, em quantidade considerdvel, o que ndo foi evidenciada quando o compdsito foi

sinterizado a 1250°C e 1300°C. Essa quantidade de aluminio parece evidenciar a formacao

de aluminetos de titdnio, o que se esperou comprovar com o ensaio de difracao de raios X.

O resultado de difra¢do de raios X para a amostra sinterizada a 1350°C estd indicado

na Figura 4.6. Assim como ocorreu com o compdsito sinterizado a 1250°C e a 1300°C,

apenas as fases principais estdo presentes e que nao ha presenca de aluminetos de titdnio no

corpo de prova. Foram observadas também alteracdes na intensidade dos picos principais

do fosfato de calcio, do titanato de calcio e da titania.




| 50% HA - 50% Ti0, - 1350°C
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5000 4 A-CaPO,)
iaiii B - CaTiO,
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Intensidade (contagens)

1000

Angulo 28 (7}

Figura 4.9 — Difratograma de raios X para a amostra A sinterizada a 1350°C.

2. Amostra B (60% HA - 40% TiO,):

A morfologia e distribuicdo de poros do compdsito B apds sinterizagdo a 1250°C

pode ser observada na Figura 4.10.

E possivel observar que a estrutura do compésito reproduziu totalmente a da
esponja polimérica ap6s calcinacdo (Figura 4.10(a)), enquanto que o tamanho dos poros e
seu formato podem ser vistos na Figura 4.10(b), onde hd presenca de poros grandes e

pequenos, com interconectividade entre eles.
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(a) (b)
Figura 4.10 — Micrografias da amostra B sinterizada a 1250°C. (a) visdo geral; (b) visdo

dos poros.

Os pontos onde foram realizadas as andlises por Espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia (EDS) na amostra estio indicados na Figura 4.11, e os resultados desse

ensaio podem ser observados na Tabela 4.7.

Figura 4.11 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra B

sinterizada a 1250°C.
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Tabela 4.7 — Distribui¢des percentuais (em massa) dos elementos quimicos presentes na

amostra B sinterizada a 1250°C.

Ponto O-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 16,41 -- 11,50 39,71 32,39
2 12,94 0,53 16,02 48,93 21,58
3 7,19 -- 11,18 49,26 32,37

De acordo com os resultados indicados na Tabela 4.7, observa-se que haja um
pequeno percentual de aluminio presente. Contudo, esse percentual ndo € suficiente para

formacdo de aluminetos.

60% HA-40% Tio_ - 1250°C

5000 -

5000 - =
A-Ca PO )

4000 B - CaTio,

3000 4 C-TiO,

2000 4

Intensidade (contagens)

1000 -

Angulo 28 (?)

Figura 4.12 — Difratograma de raios X para a amostra B sinterizada a 1250°C.

Pelo difratograma de raios X indicado na Figura 4.12, € possivel observar que apds
sinterizacdo a 1250°C ndo ficou residuo da esponja polimérica, uma vez que apenas o
fosfato de cdlcio, o titanato de célcio e a titdnia estdo presentes.

Assim como aconteceu com a amostra B sinterizada a 1250°C, a 1300°C também

houve uma boa reprodutibilidade do compédsito apds a calcinacdo da esponja polimérica
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(Figura 4.13(a)). O formato dos poros é bem semelhante ao ja mostrado na Figura 4.10(b),
porém com tamanhos levemente inferiores a estes, uma vez que a sinterizacdo se deu em

temperatura com 50°C acima, o que fornece energia suficiente para uma maior densificagdo

da amostra (Figura 4.13(b)).

(a) (b)
Figura 4.13 — Micrografias da amostra B sinterizada a 1300°C. (a) visao geral; (b) visdo

dos poros.

Os pontos onde foram realizadas as andlises de Espectroscopia de raios X por

dispersdo de energia na amostra B apds sinterizacdo a 1300°C estdo indicados na Figura

4.14.

Figura 4.14 - Espectroscopia de raios X por dispersio de energia para a amostra B

sinterizada a 1300°C.
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Além dos pontos do ensaio, € possivel observar que para esta condi¢do de
temperatura, houve uma maior difusdo de adtomos de particulas pequenas para particulas

maiores que a observada na Figura 4.11.

Tabela 4.8 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra B sinterizada a 1300°C.

Ponto 0O-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 19,53 - 2,83 32,16 45,49
2 25,34 0,76 26,67 44,10 3,13
3 31,73 - 1,56 3,58 63,13

Assim como aconteceu com a amostra B a 1250°C, a 1300°C também se observaram
apenas os elementos quimicos que constituem a hidroxiapatita e a titdnia, com um

percentual minimo de aluminio no ponto 2 (Tabela 4.8).

60% HA-40% Tio_ - 1300°C

5000 -
5000 4
A-Ca (PO )
@ 3 4’2
@
g 4000+ B - CaTio,
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8 .
® 30004 G,
=
1v]
=
‘B
S 20004
=
1000 4
-
D I T I 1
70 a0

Angulo 28 (?)

Figura 4.15 — Difratograma de raios X para a amostra B sinterizada a 1300°C.
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O difratograma de raios X indicado na Figura 4.15 mostra que mesmo com um
pequeno percentual de aluminio presente na Tabela 4.8, ndo hd presenca de outras fases que
ndo sejam apenas as do fosfato de célcio, do titanato de célcio e da titania, porém € possivel

se observar que houve mudancga nas intensidades dos picos principais das fases.

Ap6s sinterizagdo a 1350°C, a amostra B manteve a forma dos poros semelhante ao
visto na esponja polimérica (Figuras 4.16a e b), porém como houve maior energia térmica
fornecida ao compdsito, houve tempo e energia suficientes para que os graos dessa
composi¢do crescessem mais e pudessem se agregar mais (graos maiores coalescendo com

graos menores).

) T 0 =

Figura 4.16 — Micrografias da amostra B sinterizada a 1350°C. (a) visdo geral; (b) visdo

dos poros.
Assim como aconteceu com a amostra B a 1250°C e a 1300°C, realizou-se EDS para

verificar a presenca de residuos da esponja polimérica, cujo resultado estd indicado na

Figura 4.17 e na Tabela 4.9.
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Figura 4.17 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra B

sinterizada a 1350°C.

Novamente, houve a presenca apenas dos elementos quimicos da hidroxiapatita e

titdnia, com a presenca de aluminio em certa quantidade apenas no ponto 3 da Figura 4.17.

Tabela 4.9 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra B sinterizada a 1350°C.

Ponto O-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 43,51 0,84 -- 17,53 33,50
2 48,33 0,25 -- 1,57 2,16
3 49,39 12,42 0,78 13,16 19,52

ApOs a realizacido do ensaio de difracdo de raios X (Figura 4.18), foi observada a

presenca apenas da hidroxiapatita e da titdinia, mesmo com um valor percentual razodvel de

aluminio no ponto 3, o que poderia sugerir a formacdo de alguma fase que ndo as trés

esperadas. Assim como aconteceu a 1300°C para essa amostra, também houve alteracdo na

intensidade dos picos do Ca3(PQOy),, do CaTiO3 e do TiO,.
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Figura 4.18 — Difratograma de raios X para a amostra B sinterizada a 1350°C.

3. Amostra C (70% HA - 30% TiO,):

Assim como aconteceu com as amostras A e B, a amostra C também foi sinterizada
a 1250°C, 1300°C e 1350°C. O aspecto geral da amostra e a forma dos poros apds
sinterizagio a 1250°C estio indicados na Figura 4.19. E observado que os poros
mantiveram o formato semelhante aos da esponja polimérica, além de ter uma distribuicao

relativamente uniforme ao longo da esponja ceramica.
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Figura 4.19 — Micrografias da amostra C sinterizada a 1250°C. (a) visao geral; (b) visdo

dos poros.

Para verificar se houve algum residuo da esponja polimérica, realizou-se EDS em
trés pontos (Figura 4.20). Na mesma Figura € possivel observar que ha presenca de grdos
grandes e pequenos, que € indicativo de uma sinteriza¢cdo ndo tao favoravel para quando se

deseja amostras com maiores valores de resisténcia mecanica.

Figura 4.20 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra C

sinterizada a 1250°C.

Os resultados do ensaio de EDS encontram-se na Tabela 4.10. Assim como

aconteceu anteriormente com as outras amostras a 1250°C, para a amostra C também sé
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houve a presenca dos elementos quimicos que compdem o fosfato de cdlcio, o titanato de

calcio e a titania.

Tabela 4.10 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra C sinterizada a 1250°C.

Ponto 0O-K Na-K P-K Ca-K Ti-K
1 29,63 1,93 4,98 17,10 39,37
2 25,73 -- 1,02 3,85 31,46
3 28,15 -- -- 2,99 36,89

Também foi realizado um ensaio de difragdo de raios X, com o objetivo de analisar
as fases presentes na amostra C. O difratograma para a amostra C sinterizada a 1250°C esta

indicado na Figura 4.21.

f0% HA - 30% TiO_ - 1250°C
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Anagulo 28 (%)

Figura 4.21 - Difratograma de raios X para a amostra C sinterizada a 1250°C.
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Observa-se a presenga apenas do fosfato de cdlcio, do titanato de célcio e da titania,
embora na composicdo quimica da titdnia tenha outros 6xidos. Também ndo foi verificada a

presenca de residuos da esponja polimérica.

As micrografias dando uma visdo geral do compdsito poroso e da forma dos poros

estdo ilustradas na Figura 4.22, apds a amostra C ser sinterizada a 1300°C.

= : L 4 3 o

Figura 4.22 — Micrografias da amostra C sinterizada a 1300°C. (a) visao geral; (b) visdo

dos poros.

Observa-se que o corpo ceramico reproduziu bem a estrutura da esponja polimérica,
onde hd uma distribuicao regular dos poros, além de ter poros interconectados no formato

dos poros da esponja polimérica (Figura 4.22b).

Os resultados do EDS para a amostra C ap6s sinterizagdo a 1300°C estdo indicados
na Figura 4.23 e na Tabela 4.11. Ainda na Figura 4.23, é possivel observar que houve
difusdo de atomos de particulas menores para particulas maiores, de forma semelhante ao

que aconteceu com as particulas da amostra C que foram sinterizados a 1250°C.
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Figura 4.23 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra C

sinterizada a 1300°C.

Os resultados indicam apenas a presenga dos elementos quimicos da hidroxiapatita e

da titdnia, o que serve como indicador que ndo hd presenca de residuos da esponja

polimérica.

Tabela 4.11 — Distribui¢Ges percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra C sinterizada a 1300°C.

Ponto 0O-K Na-K P-K Ca-K Ti-K
1 48,36 4,22 22,14 25,28
2 54,35 1,68 5,97 19,49 18,51
3 39,61 - 26,73 31,28 2,37

O difratograma de raios X para a amostra C sinterizada a 1300°C esté indicado na

Figura 4.24. Nele, observa-se que os picos principais do fosfato de calcio, do titanato de

calcio e da titdnia estdo presentes, e que nao ha presenca de outras fases, como por

exemplo, possiveis residuos da esponja polimérica. Também é possivel observar que houve

variacdo na intensidade dos picos do fosfato de célcio, do titanato de célcio e da titania.
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Figura 4.24 — Difratograma de raios X para a amostra C sinterizada a 1300°C.

A visdo geral da amostra sinterizada bem como a forma dos poros da amostra C

sinterizada a 1350°C estdo indicadas na Figura 4.25.

(b)

Figura 4.25 — Micrografias da amostra C sinterizada a 1350°C. (a) visdo geral; (b) visdo

dos poros.
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Observa-se que o compdsito C manteve a integridade fisica com relagdo a esponja

polimérica, uma vez que este tem poros bem distribuidos e com o formato semelhante ao

dos poros observados na esponja polimérica.

Os resultados de EDS para a amostra C sinterizada a 1350°C estdo indicados na
Tabela 4.12 e os pontos escolhidos para realizar as anélises estdo indicados na Figura 4.26.
E possivel observar na Figura 4.26 que os grios cresceram quando comparados com os
graos da amostra C sinterizadas a 1250°C e 1300°C, uma vez que houve energia térmica e

tempo suficientes para que os dtomos das particulas menores difundissem para as particulas

maiores.

Figura 4.26 - Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia para a amostra C

sinterizada a 1350°C.

Tabela 4.12 — Distribui¢des percentuais em massa dos elementos quimicos presentes na

amostra C sinterizada a 1350°C.

Ponto 0O-K Al-K P-K Ca-K Ti-K
1 58,67 0,22 16,62 24,49
2 25,86 0,91 23,29 48,32 1,62
3 58,67 0,22 16,62 24,49 --

E possivel perceber quantidades residuais de aluminio, indicativo de 6xido de

aluminio que estd presente na composi¢do da titdnia. Fora isso, apenas os elementos
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quimicos da hidroxiapatita e da titdnia estdo presentes, o que sugere que nao hé residuo da
esponja polimérica na amostra.

O difratograma de raios X para a amostra C sinterizada a 1350°C esté indicado na
Figura 4.27. E possivel observar os picos caracteristicos do fosfato de célcio, do titanato de
calcio e da titania, com intensidades diferentes das observadas para a mesma amostra

sinterizada a 1250°C e 1300°C. Nao é observada a presenca de residuos da esponja

polimérica, nem tracos de outras fases presentes na composi¢ao quimica da titania.
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Figura 4.27 — Difratograma de raios X para a amostra C sinterizada a 1350°C.

Também foram realizados refinamentos de Rietveld para todas as composicoes e
temperaturas de sinterizagdo, onde foi utilizado o software X’Pert plus, da empresa
Panalytical B. V., do grupo Spectris.

Os resultados dos refinamentos de Rietveld encontram-se sumarizados na Tabela

4.13.
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Tabela 4.13 — Resultados dos refinamentos de Rietveld para as composi¢des A, B e C a

1250°C, 1300°C e 1350°C.

Temperatura Amostras
Fases
de
presentes A B C
sinterizacao
Caz(POy)2 (%) 47,6 56,5 64,2
1250°C CaTiO; (%) 9,4 11,4 12,0
TiO; (%) 43,0 32,1 23,8
Caz(POy)2 (%) 58,5 59,3 65,9
1300°C CaTiO3 (%) 8,7 9,0 11,5
TiO; (%) 32,8 31,7 22,6
Caz(POy)2 (%) 53,3 66,6 76,2
1350°C CaTiO3 (%) 5.4 5,5 5,2
TiO; (%) 41,3 279 18,6

Para os ensaios de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
foram realizadas medidas para todas as temperaturas, porém serdo apresentadas apenas as

medidas relativas a maior temperatura de sinterizacao para as trés amostras.

As medidas realizadas de FT-IR para a hidroxiapatita pura e titania estdo ilustradas

nas Figuras 4.28 e 4.29, respectivamente.
Para a hidroxiapatita, ha duas bandas representativas: um de hidroxila (OH) em

3751 em™ e outro de fon fosfato (PO,>) entre 602 ¢ 567 cm’™, enquanto que para a titania

h4 uma banda de ligacdes O-Ti-O em 1636 cm™.
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Figura 4.28 — Resultados de FT-IR para a hidroxiapatita pura.
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Figura 4.29 - Resultados de FT-IR para a titania.
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Os resultados de FT-IR para as trés composi¢des sinterizadas a 1350°C estdo

indicados na Figura 4.30.

E possivel observar a presenca da banda de fon fosfato entre 602 e 567 cm™ e do
TiO, a 1636 cm’'. Como os fons fosfato possuem uma estrutura tetraédrica com o dtomo de
fésforo no centro, e os dtomos de oxigénio na base, a medida que vai aumentando a
quantidade de titdnia, o espacamento atdmico dessa estrutura vai diminuindo, o que faz
com que haja alteracdo nos picos entre 602 e 567 cm™. Isso garante uma maior rigidez da

estrutura, por conta da maior quantidade de titdnia presente. Esse fato também foi

observado nas amostras sinterizadas a 1250°C e 1300°C.
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Figura 4.30 — Resultados para as trés composi¢des sinterizadas a 1350°C.

- Resultados dos ensaios fisicos:

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas ceramicas para este ensaio: porosidade

aparente, absor¢do de dgua, densidade aparente e retragcdo linear de queima.
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Os resultados obtidos para cada composi¢ao estdo sumarizados na Tabela 4.14.

Retracdo linear de sinterizacdo (RQ) — os valores médios variaram de 13,69% (amostra C)

a20,71% (amostra A) a 1250°C; de 15,69% (amostra B) a 26,43% (amostra A) a 1300°C; e

de 42,92% (amostra B) a 45,69% (amostra C) a 1350°C, o que indica um comportamento
de retracdo linear semelhante para as trés amostras a 1350°C. Observou-se que a
hidroxiapatita pura retraiu menos que as trés amostras nas condi¢des de temperatura de

sinterizac@o. Nao foram realizados ensaios para o TiO, puro.

Absorcdo de dgua (AA) — os valores médios obtidos variaram de 21,77% (amostra C) a
42,96% (amostra A) a 1250°C; de 23,52% (amostra A) a 34,56% (amostra B) a 1300°C; e
de 8,29% (amostra B) a 17,81% (amostra A) a 1350°C. Observou-se que a hidroxiapatita

pura absorveu mais dgua que as amostras nas trés condi¢cdes de temperatura.

Tabela 4.14 — Resultados dos ensaios fisicos para as amostras A, B e C, ap6s sinterizagdo a

1250°C, 1300°C e 1350°C.

Temperatura Amostras
de Propriedades HA
S fisicas A B C
sinterizacao
RQ (%) 24,72+1,38 | 20,71£5,03 | 17,23+£2,96 | 13,69+4,66
. AA (%) 51,57+£18,05 | 33,59+2,30 | 42,96+5,75 | 21,77+4,90
1250°C PA (%) 53,34£15,39 | 50,69+2,02 | 54,77+£3,94 | 46,64+4,76
DA (g/cm’) 1,07+0,14 1,51+0,05 1,28+0,08 1,48+0,10
RQ (%) 29,91+6,96 | 26,43+£8,29 | 15,69+3,59 | 22,62+3,11
. AA (%) 44,01+7,79 | 23,5242,52 | 34,56+2,96 | 32,94+5,58
1300 PA (%) 51,42+4,79 | 41,37£2,83 | 50,85+2,54 | 49,22+5,48
DA (g/cm’) 1,1940,13 1,77+0,07 1,48+0,07 1,51+0,10
RQ (%) 44,674£5,27 | 43,61£5,11 | 42,92+6,40 | 45,69+5,23
. AA (%) 39,68+3,17 | 17,81+5,51 8,29+3,04 11,24+5,84
130°€ PA (%) 48,98+2,41 | 35,68+48,08 | 15,43+5,38 | 22,52+11,63
DA (g/cm’) 1,24+0,05 2,04+0,19 2,49+0,18 2,08+0,23
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Porosidade aparente (PA) — os valores médios obtidos variaram de 46,64% (amostra C) a
54,77% (amostra B) a 1250°C; de 41,37% (amostra A) a 50,85% (amostra B) a 1300°C; e
de 15,43% (amostra B) a 35,68% (amostra A) a 1350°C. Em termos de porosidade

aparente, a hidroxiapatita pura ndo teve muita variacao, o que indica que praticamente nao

ha variacdo de porosidade aparente nas condi¢des de temperatura de sinterizacdo.

Densidade aparente (DA) — os valores médios obtidos variaram de 1,28 g/cm3 (amostra B)

al>5l1 g/cm3 (amostra A) a 1250°C; de 1,48 g/cm3 (amostra B) a 1,77 g/cm3 (amostra A) a
1300°C; e de 2,04 g/cm3 (amostra A) a 2,49 g/cm3 (amostra B) a 1350°C. Levando-se em
conta que a densidade teérica da hidroxiapatita vale dya = 3,156 g/cm’ e que a da titAnia
vale diwania = 4,35 g/cm3, se as amostras fossem densas, deveriam ter densidades iguais a
3,753 g/cm3 , 3,634 g/cm3 e 3,514 g/cm3 para as amostras A, B e C, respectivamente. Todas
as amostras, independente da temperatura de sinteriza¢do, se mostraram menos densas, 0
que é uma caracteristica de materiais porosos. A hidroxiapatita pura mostrou-se menos

densa que os compésitos A, B e C, nas temperaturas de sinterizagao.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, uma vez que com aumento
da temperatura, ha crescimento de particulas por difusao de dtomos de particulas menores
para particulas maiores, o que diminui a porosidade aparente. Uma vez que se diminui a
porosidade aparente, hd maior retracdo linear de sinterizagdo, maior densificacdo das

amostras (aumento da densidade aparente) e, consequentemente, menor absor¢do de dgua.

- Resultados dos ensaios mecinicos:

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas mecénicas para este ensaio: tensdao de
ruptura por compressdo e microdureza Vickers. Os resultados dessas caracteristicas
encontram-se na Tabela 4.15. Os ensaios de resisténcia a compressao foram realizados em
temperatura de 34°C, com umidade relativa do ar de 53%, enquanto que os ensaios de

dureza Vickers foram realizados em temperatura de 22,5°C, com umidade relativa de 60%.
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Tabela 4.15 — Resultados do ensaio de compressdo e dureza para as amostras A, B e C,

sinterizadas a 1250°C, 1300°C e 1350°C.

Temperatura Amostras
Propriedades
de HA
mecanicas A B C
sinterizacao
1250°C LRC (MPa) | 2,35+0,76 5,54+1,15 4,122 .35 3,19+0,79
5 (
HV 580+87,51 709491,48 | 666+208,20 | 620+131,23
c LRC (MPa) | 1,97+1,05 5,112,112 4,65+0,82 4,39+1,09
1300°
HV 654+82,68 | 1084+£312,30 | 1064+£351,36 | 1017+£369,05
1350°C LRC (MPa) | 1,58+0,38 14,64+1,51 9,10£3,07 9,05+£2,04
5 (
HV 904+£279,06 | 1465+£400,91 | 1266+£272,01 | 1110+26,29

Limite de resisténcia a compressdo (LRC) — Os valores de limite de resisténcia a

compressao da hidroxiapatita variaram de 1,58 + 0,38 MPa (a 1350°C) a 2,35 £ 0,76 MPa

(a 1250°C). Embora esses valores ndo sejam tdo diferentes quando se utiliza o intervalo de
tensOes, observou-se que a medida que a temperatura de sinterizacdo aumentou a
resisténcia a compressao da hidroxiapatita pura diminuiu, porém nao tao significantemente.
Com a adi¢do da titdnia a hidroxiapatita, os valores do limite de resisténcia a compressao
aumentaram nas trés temperaturas de sinterizacao, onde o maior valor encontrado foi para a
amostra A sinterizada a 1350°C (14,64 + 1,51 MPa) e o menor valor foi para a amostra C
sinterizada a 1250°C. Em todas as condi¢des do trabalho, os valores obtidos para resisténcia
a compressao foram maiores quando houve adi¢ao da titania a hidroxiapatita que os valores

dos corpos de prova confeccionados apenas com hidroxiapatita.

Dureza Vickers (HV) — Os valores de dureza Vickers para a hidroxiapatita variaram de

580 £ 87,51 HV (a 1250°C) a 904 + 279,06 HV (a 1350°C), o que indica um aumento de

dureza da hidroxiapatita a medida que a temperatura de sinterizacdo aumenta. Com a adi¢ao
de titania a hidroxiapatita, os valores de dureza sofreram um aumento, onde o maior valor
aconteceu para a amostra A sinterizada a 1350°C (1465 + 400,91 HV) e o menor valor de

620 + 131,23 HV para a amostra C sinterizada a 1250°C. Em todas as condicdes do
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trabalho, houve aumento nos valores da dureza Vickers quando se acrescentou titania a

hidroxiapatita, nas proporcdes de 30%, 40% e 50% em massa.

Com base nos resultados dos ensaios fisicos € mecanicos, foi escolhida a amostra A
(50% HA — 50% TiO,) sinterizada a 1350°C como a composicdo mais adequada em termos

fisico-mecanicos para a realizacao dos ensaios in vitro.

4.2. Ensaios in vitro:

Linhagens imortalizadas de fibroblastos e osteoblastos foram utilizadas para avaliar
o composito frente a citotoxicidade, crescimento e adesdo celular. Nesses ensaios foram
utilizados trés corpos de prova porosos em um intervalo de cinco dias.

Em células vidveis o reagente MTT, de coloracdo amarelada, € reduzido a cristais de
formazan de cor purpura, através de enzimas chamadas redutases. A concentracdo de
cristais formados € diretamente proporcional a concentracdo de células vidveis em um
experimento. Uma vez que o compdsito testado € rigido e as células estdo aderidas ao
material (figura 4.31), um passo de solubilizagcao foi acrescido a metodologia. O solvente
aprotico DMSO foi utilizado para solubilizar os cristais de formazan formados
internamente as células, com isto, houve a formagdo de uma solucdo de cor purpura (figura
4.32) e esta foi medida por espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm. E
possivel verificar que nos compdsitos e solugdes dos compdsitos controles nao se observou
coloragdo alguma enquanto que nos compdsitos e solugdes dos compdsitos que foram
colocados em contado com as células durante cinco dias de incubacdo observou-se uma
coloracdo roxa intensa, demonstrando a presenca de células vidveis em contato com o

material estudado.
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Figura 4.31 - Ensaio de viabilidade celular frente a compdsitos ceramicos pelo método de
reducdo de MTT. Linhagens de fibroblastos (3T3 L1) e osteoblasto (OFCOL II) de
camundongos foram incubadas na presenca dos compdsitos durante cinco dias a 37°C em
estufa de CO,. Os compésitos foram lavados e em seguida o reagente de MTT foi
adicionado. Nos pogos superiores os compdsitos ndo foram incubados com células
(controle negativo) e nos pogos inferiores as células foram adicionadas. Nos pocos

inferiores os pontos escuros referem-se aos grupos de células aderidas ao compdsito.

O MTT ¢ um reagente que mede enzimas ativas capazes de reduzir este reagente a
um reagente roxo. A presenca de células no compdsito A também pode ser observada na
Figura 4.32, onde a colorag@o roxa indica a reacdo das células com o reagente utilizado. A
coloracdo roxa € diretamente proporcional a quantidade de células vidveis no ensaio, ou

seja, quanto maior a intensidade do roxo, mais quantidade de células vidveis.
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Figura 4.32 - Solubiliza¢do dos cristais de formazan por DMSO. O solvente DMSO foi
adicionado aos compdsitos testados para a dissolug@o dos cristais de formazan formados
internamente as células. Nos compdsitos controle ndo foi observado a alteracdo de
coloragdo da solucdo, devido a auséncia de células vidveis. J4 nos compositos testes,
verificou-se uma intensa coloracdo roxa, demonstrando a presenca de células vidveis

aderidas ao material.

Uma vez que as células crescem aderidas no material sem perder a sua viabilidade,
curvas de crescimento foram realizadas durante cinco dias. Observa-se, nas Figuras 4.33 e
4.34, que as duas linhagens celulares aderiram ao suporte desde o primeiro dia de ensaio e
as células cresceram linearmente durante os cinco dias de avaliacdo. Nota-se esta
linearidade pelos valores de R’ encontrados pela regressdo linear onde os fibroblastos

apresentaram R* de 0,98952 e os osteoblastos apresentaram R* de 0,97612.

Os valores de absorbancia em 490 nm foram expressos em média + erro padrdo
(n = 3). Percebe-se um crescimento linear em funcdo do tempo evidenciado pela regressao
. 2 . . . ~
linear R = 0,98952 para os fibroblastos assim como para os osteoblastos, cuja regressao

linear R? = 0,97612.
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Figura 4.33 - Ensaio de proliferacio da linhagem de fibroblastos NIH-3T3 de
camundongos no compdsito A sinterizado a 1350°C. As células foram incubadas a 37°C em
estufa de CO, na presenca dos compdsitos e a cada intervalo de tempo de 24 horas, um
compdsito foi retirado o método de reducio de MTT e a dissolugdo dos cristais de
formazan foi realizada. A solucdo final de colorac¢do roxa foi medida em espectrofotometro
no comprimento de onda de 490 nm. O resultado da curva mostrou-se linear com uma
regressao de R” = 0,98952. Os resultados foram expressos pela média e desvio padrdo de

trés ensaios distintos.
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Figura 4.34 — Proliferacio de osteoblastos OFCOL II no compdsito A sinterizado a
1350°C. As células foram incubadas a 37°C em estufa de CO2 na presenca dos compdsitos
e a cada intervalo de tempo de 24 horas, um compdsito foi retirado o método de redugao de
MTT e a dissolucao dos cristais de formazan foram realizados. A solugdo final de coloragao
roxa foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm. O resultado da
curva mostrou-se linear com uma regressdo de R” = 0,97612. Os resultados foram expressos

pela média e desvio padrao de trés ensaios distintos.

Quando comparamos a proliferacdo dos fibroblastos com a dos osteoblastos,
verifica-se que os fibroblastos apresentaram melhor adaptacdo ao meio, devido ao seu

maior crescimento (figura 4.35).
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Figura 4.35 — Comparacgao da proliferacao de fibroblastos NIH-3T3 e osteoblastos OFCOL
II no compésito A sinterizado a 1350°C. As células foram incubadas a 37°C em estufa de
CO2 na presenca dos compdsitos € a cada intervalo de tempo de 24 horas, um compoésito
foi retirado o método de reducdo de MTT e a dissolugdo dos cristais de formazan foram
realizados. A solucdo final de coloracdo roxa foi medida em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 490 nm. Nota-se uma maior absorbancia nos fibroblastos em
comparacao aos osteoblastos. Os resultados foram expressos pela média e desvio padrao de

trés ensaios distintos.

Os compositos foram ainda avaliados por microscopia de varredura, para verificar
se realmente houve a adesdo e crescimento das células e qual o local do compdsito estas
células cresceram mais.

Os fibroblastos sao células constituintes do tecido conjuntivo e cuja funcao é formar
uma substancia fundamental amorfa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Cada fibroblasto
possui um citoplasma ramificado e rodeado de um nucleo eliptico contendo 1-2 nucléolos.
Os fibroblastos ativos podem ser reconhecidos pela abundante ocorréncia de reticulo
endoplasmdtico. Amadurece, transformando-se em um fibrécito. E responsdvel pela
biossintese de coldgeno do tipo 1. Produz substancia intercelular e origina células de outros
tecidos conjuntivos, sdo responsdveis pela regeneracdo. Os fibroblastos sintetizam as

108



proteinas coldgeno e elastina, além das glicosaminoglicanas e glicoproteinas multiadesivas
que fardo parte da matriz extracelular. Essas células estdo também envolvidas na produgdo
de fatores de crescimento, que controlam o crescimento e a diferenciacdo celular. Os
fibroblastos s@o as células mais comuns do tecido conjuntivo e sdo capazes de modular sua
capacidade metabdlica, a qual vai refletir em sua morfologia. As células com intensa
atividade de sintese sdo denominadas de fibroblastos, enquanto as células metabolicamente

quiescentes sdo conhecidas como fibrdcitos.

Como os fibroblastos sdo células de regeneracdo, estes tem uma tendéncia a
crescimento rdpido, e isto foi bem caracterizado no grafico da Figura 4.35, e pode ser
observado que tais células cresceram inicialmente sobre a superficie do compoésito A
(Figuras 4.36 c e d), para depois crescer sobre os poros. Como o ensaio durou cinco dias,
acredita-se que tais células tendem a fechar os poros rapidamente, porém ¢ preciso realizar
ensaios mais longos para avaliar o tempo em que isso ocorre. Como o objetivo deste
trabalho era avaliar se as células iriam aderir e crescer a estrutura porosa da amostra A, este

ensaio nao foi realizado.
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Figura 4.36 — Micrografia eletronica de varredura indicando o crescimento das células
NIH-3T3. (a) visdao geral do compdsito poroso; (b) visdo do formato e tamanho dos poros
do compdsito poroso; (c) e (d) células NIH-3T3 crescendo nos poros apds cinco dias de

incubagao.

Os osteoblastos sdo as células provenientes das células osteoprogenitoras, sendo
responsdveis pela sintese dos componentes organicos da matriz dssea, a saber: coldgeno,
proteoglicanos, glicoproteinas. Os Osteoblastos localizam-se na superficie do osso,
formando laminas de células cubdides a colunares (GARTNER, 2003).

Quando estdo em intensa atividade sintética, suas formas modificam-se, lembrando
um cubo, com citoplasma tornando-se mais baséfilo. Em estado pouco ativo tornam-se
achatados e a basofilia citoplasmdtica diminui. Uma vez aprisionado pela matriz dssea

recém sintetizada, o osteoblasto recebe o nome de ostedcito. A matriz deposita-se em redor
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da célula e dos seus prolongamentos, formando assim as lacunas e os canaliculos (Canais
de Havers). Quando os osteoblastos entram em estado de quiescéncia, deixam de produzir a

matriz, se tornam em células de revestimento 6sseo.

Assim como aconteceu com os fibroblastos, os osteoblastos também aderiram a
estrutura da amostra A e também houve crescimento, porém com uma tendéncia de
velocidade menor (intensidade de absorbdncia menor para os osteoblastos quando
comparados com os fibroblastos, observado na Figura 4.35) quando comparados aos
fibroblastos. Este crescimento sobre a estrutura da amostra A pode ser observado nas
Figuras 4.37b, ¢ e d, com alguns pontos de crescimento sobre os poros da amostra A.
Também € possivel observar que os osteoblastos tem uma tendéncia a crescimento em um
tempo bem maior que o dos fibroblastos, uma vez que estes ndo sao células de regeneragao,
e sim células 6sseas. Assim como para os fibroblastos, também nao foi realizado um ensaio
para ver em quanto tempo tais células irdo crescer e fechar totalmente os poros da estrutura

porosa da amostra A.
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Figura 4.37 — Micrografia eletronica de varredura indicando o crescimento das células

OFCOL 1I. (a) visdo geral do compdsito poroso; (b) visdo do formato e tamanho dos poros
do compésito poroso; (c) e (d) células OFCOL II crescendo nos poros apds cinco dias de

incubagao.
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5 CONCLUSOES

Foram avaliados o comportamento fisico-mecanico e microestrutural de compositos
porosos de hidroxiapatita-titinia com trés composicdes diferentes, com o objetivo de
escolher a melhor composi¢do para aplicacdo em reconstrucdao dssea. Apos a escolha da
melhor composi¢do, realizou-se um ensaio in vitro para analisar a biocompatibilidade do
compdsito, via aderéncia e crescimento celular de células regenerativas (fibroblastos) e
dsseas (osteoblastos) de camundongos.

As amostras foram confeccionadas pelo método da esponja polimérica e submetidas
ao método sugerido por Souza Santos para avaliar as caracteristicas fisicas de porosidade
aparente, densidade aparente, retracdo linear de queima e absor¢do de dgua além do ensaio
de resisténcia a compressao, onde foi utilizada uma norma ASTM. Para o ensaio de dureza
Vickers, confeccionaram-se corpos porosos via compressdo uniaxial, com valores de
porosidade semelhantes aos encontrados no ensaio de porosidade aparente das amostras
confeccionadas pelo método da esponja polimérica. O ensaio de dureza Vickers também foi
realizado segundo norma da ASTM.

A caracterizagdo estrutural das amostras porosas foi realizada através de
microscopia eletronica de varredura, Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia e

difracdo de raios X. Chegou-se, entdo, as seguintes conclusdes:

a) Conclusoes para os ensaios de caracterizacao microestrutural dos compoésitos

porosos A, B e C:

e Em termos estruturais, as trés amostras apresentaram boa reprodutibilidade da
estrutura fisica da esponja polimérica apds sinterizacdo a 1250°C, 1300°C e 1350°C;
e As amostras A, B e C sinterizadas a 1350°C apresentaram melhor sinterizacao
quando comparadas com as mesmas amostras sinterizadas nas demais temperaturas,

uma vez que hd pouca ou nenhuma presenca de grdos pequenos presentes na
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microestrutura final observadas nas micrografias do ensaio de Espectroscopia de
raios X por dispersdo de energia;

e Nao houve presencga de residuos da esponja polimérica nas trés composicdes apds
sinterizagdo em trés temperaturas diferentes;

e Nao houve presenca do grupo carbonato, porém houve presenca do titanato de
célcio e de fosfato de célcio nas trés amostras sinterizadas nas temperaturas do
trabalho;

e Conseguiu-se sinterizar em diferentes temperaturas o compdsito de hidroxiapatita-
titania pelo método da esponja polimérica, determinando a dindmica de crescimento

de graos e formacao da estrutura do compdsito.

b) Conclusées para os ensaios fisico-mecanicos dos compositos porosos A, B e C:

e As amostras A, B e C sinterizadas a 1350°C foram as que apresentaram resultados
com valores superiores de resisténcia mecanica a compressao e dureza Vickers aos
da hidroxiapatita pura, onde a amostra A foi a que apresentou maiores valores
dessas propriedades mecanicas;

e As amostras A, B e C sinterizadas a 1350°C apresentaram maior retracdo linear de
queima, uma vez que, nessa temperatura, houve maior difusdo de &dtomos de
particulas menores para particulas maiores, ocorrendo maior densificagdo (maior
densidade aparente das amostras A, B e C a 1350°C), menor porosidade aparente,
acarretando, assim, em menor absor¢do de dgua. Dentre as composi¢des estudadas,
a amostra A apresentou valores levemente superiores aos das outras amostras € aos

da hidroxiapatita.
Com estas conclusdes, definiu-se que a melhor condicdo para os ensaios in vitro foi

a da amostra A sinterizada a 1350°C, mesmo com redu¢do do tamanho e quantidade de

poros, além do aumento da densidade aparente.
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¢)

d)

Conclusoes para os ensaios in vitro do compdésito A:

ApOs os ensaios in vitro, pode-se concluir que:

As células de fibroblastos e osteoblastos de camundongos aderiram ao compdsito;
As células acima citadas cresceram ao longo do compdsito, o que indica que além

de biocompativel, o compdsito é atéxico para as células.

Conclusoes gerais:

De forma geral, pode-se concluir que:

Todas as amostras sao indicadas para a utilizacdo como matéria prima para
aplicacdo em engenharia tecidual dssea;

A amostra A, com composi¢cdo de 50%HA — 50%TiO, apresentou melhores
caracteristicas para a realizag¢do dos ensaios in vitro realizados neste trabalho;
Pode-se indicar a amostra A para a realiza¢do de ensaios in vivo, onde devem ser
avaliadas as caracteristicas de citotoxicidade e crescimento de células Osseas em

animais, por um periodo de 15 e 30 dias, conforme normas da area de sauide.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestao para futuros trabalhos, recomenda-se:

e Avaliar as condi¢des da amostra A via ensaios in vivo, para ver em quanto tempo as
células regenerativas e dsseas crescem;

¢ Estudar formas de otimizacdo do processo da esponja polimérica para obtencdo das
geometrias necessdrias aos ensaios in vivo, uma vez que Os ensaios in vivo nao
foram realizados pela dificuldade de obtencdo da geometria necessdria para este tipo
de ensaio;

e Avaliar o tempo de crescimento de células Osseas e regenerativas sobre a amostra A,
de forma a prever a quantidade do compdsito que foi fagocitada durante a aderéncia
e crescimento de células, nos ensaios in vitro;

e Avaliar o tempo de crescimento das células, de forma a preencher totalmente o

compdsito A, tanto na parte densa, quanto na parte porosa.
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